Detection of Norwalk Virus, Hepatitis A Virus, and Enterovirus in Wastewater by RT-PCR and Oligoprobe Hybridization by Tai, Ling
A B S T R A C T
L I N G T A I D e t e c t i o n o f N o r w a l k V i r u s , H e p a t i t i s A V i r u s , a n d E n t e r o v i r u s i n
Wa s t e w a t e r b y R T - P C R a n d O l i g o p r o b e H yb ri d i z a t i o n (U n d e r t h e d i r e c t i o n o f D r M a r k
D So b s e y )
A c u t e g a s t r o e n t e ri t i s d u e t o N o r w a lk V i r u s (N V ) a n d i n f e c t i o u s h e p a t it i s d u e t o
H e p a t i t i s A V i r u s (H A V ) a r e im p o r t a n t w a t e r b o m e e n t e ri c d i s e a s e s a s s o c i a t e d w i t h
s e w a g e c o n t a m i n a t i o n . T h e l e v e l s o f N V a n d H A V i n w a t e r a n d w a s t e w a t e r a r e n o t
c l e a r ly k n o w n d u e t o t h e d i f fi c u l t i e s i n c u l t i v a t i n g t h e s e v i r u s e s a n d t h e i n s e n s i t i v i t y o f
c o n v e n t i o n a l imm u n o a s s a y a n d n u c l e i c a c i d hy b ri d i z a t i o n m e th o d s . T h e m a i n g o a l o f t hi s
w o r k w a s t o d e v e l o p r a p i d a n d s e n s i t iv e m e t h o d s t o d et e c t N V , H A V , a n d e n t e r o v i r u s e s
(E V ) i n s ew a g e s a m p l e s b y R T - P CR - O l i g o p r o b e (O P ) h y b ri di z a t i o n . T h r e e t e s t v i r u s e s
(N V , H A V , a n d p o l i o v ir u s t y p e 1 (E V )) s e e d e d in t o w a s t e w a t e r s a m p l e s w e r e r e c o v e r e d
b y p o l y e t hy l e n e g l y c o l (P E G ) p r e c ip i t a t i o n , o r g a n i c s o l v e n t e x t r a c t i o n (fl u o r o c a r b o n o r
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A c u t e g a s t r o en t e r i t i s d u e t o N o r w a lk v i r u s (N V ) a n d i n f e c t i o u s h e p a t it i s d u e t o
h e p a t i t i s A v i r u s (H A V ) a r e im p o r t a n t w a t e r b o m e a n d f o o d b o m e e n t e r i c d i s e a s e s
a s s o c i a t e d w i t h s e w a g e c o n t a m i n a t i o n Wa t e r t r e a t m e n t r e d u c e s t h e r i s k o f w a t e r b o m e
v i r a l i n f e c t i o n s
,
b u t N V a n d H A V a p p e a r t o b e r e s i s t a n t t o s o m e d r i n k i n g w a t e r
di s i n f e c t a n t s . T h e p r e s e n c e o f v i r a l p a t h o g e n s i n d r i n k i n g w a t e r i s n o t a lw a y s p r e di c t e d by
i n d i c a t o r b a c t e r i a C e l l c u l t u r e i s o l a t i o n i s n o t a v a i l a b l e f o r N V d e t e c t i o n a n d i s n o t
r e l i a b l e t o d e t e c t t h e l o w H A V l e v e l s i n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s D e t e c t i o n m et h o d s s u c h
a s im m u n e e l e c t r o n m i c r o s c o p y , r a di o im m u n o a s s a y , e n z ym e imm u n o a s s a y , a n d cD N A
p r o b e h yb r i d i z a t i o n a r e u n f e a si b l e f o r v i r u s e s i n m o s t e n v i r o n m e n t a l w a t e r s b e c a u s e t h e y
a r e t o o i n s e n s i t i v e
,
a n d b e c a u s e r e a g e n t q u a l it y a n d v i r u s - s p e c i fi c a n t i g e n s a n d a n t i b o d i e s
a r e n o t a v a i la b le . T h e d e v e l o p m e n t o f r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n - p o ly m e r a s e c h a i n r e a c t i o n
f o l l o w e d b y o l i g o p r o b e hy b r i di z a t i o n (R T - P C R - O P ) p r o v i d e s a t e c h n i c a l ly f e a s i b l e ,
s e n s i t i v e
,
a n d sp e c ifi c a p p r o a c h f o r t h e de t e c t i o n a n d q u a n t it a t i o n o f v i r u s e s . F o r
e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s , h o w e v e r , fi j r t h e r s t e p s t o r em o v e R T - P CR i n h i b i t o r s a n d
c o n c e n t r a t e v i r u s e s a r e e s s e n t i a l f o r d e t e c t i o n o f v i r a l g e n o m e n u c l e i c a c i d s
T h e p u r p o s e o f t hi s s t u d y i s t o d e v e l o p a n d e v a l u a t e a m e t h o d f o r c o n c e n t r a t i o n a n d
p u r i fi c a t i o n o f v ir u s e s fi
-
o m a l a r g e v o l u m e o f w a s t e w a t e r t o a v o l u m e l e s s t h a n 1 m l i n
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I I . R E V I E W O F L I T E R A T U R E





1 E n t e r o v i r u s e s
T h e e n t e r o v i r u s g e n u s i s a l a r g e g r o u p o f v i r u s e s b e l o n g i n g t o t h e p i c o m a v i r u s fa m i l y .
V i r u s e s i n t h i s g r o u p c o n s i s t o f a s in g l e
- s t r a n d e d
, pl u s p o l a r it y , 3
'
- p o l y a d e n y l a t e d R N A
o f a b o u t 7 , 5 0 0 n u c l e o t i d e s e n c l o s e d i n a n i c o s a he dr a l c a p s i d c o m p r i s e d o f f o u r d if f e r e n t
p o ly p e pt i d e s : V P l , V P 2 , V P S , V P 4 (R u e c k e r t , 1 9 86 ) . T h e r e a r e 7 1 k n o w n t y p e s o f
e n t e r o v i r u s e s
,
in c l u d i n g p o l i o v ir u s e s , c o x s a c k i e v i r u s e s o f t h e A a n d B t y p e s , e c h o v i r u s e s ,
a n d t h e h i g h n u m b e r e d e n t e r o v i r u s e s (t yp e s 6 8 t o 7 1) (R a o a n d M e l n i c k , 19 8 6 ) .
E n t e r o v i r u s e s a r e s o - c a l l e d b e c au s e m o s t in h a b it a n d m u l t ip l y t hr o u g h o u t t h e
a l im e n t a r y ( e n t e r i c ) t r a c t D u e t o t h e i r a c i d st a b i l i t y , e n t e r o v i r u s e s t h a t h a v e u n d e r g o n e
l im i t e d r e p l i c a t i o n i n t h e o r o p h a r y n x s u r v iv e t r a n s i t t hr o u g h t h e st o m a c h a n d b e c o m e
im p l a n t e d i n t h e l o w e r i n t e s t in a l t r a c t , w h e r e t he y u n d e r g o m o r e e x t e n s i v e m u lt i p l i c a t i o n .
S o m e e n t e r o v i r u s e s c a n sp r e a d fr o m t h e e n t e r i c t r a c t v i a t h e b l o o d s t r e a m , b e c o m i n g
s y s t e m i c a n d p r o du c i n g d a m a g e i n o t h e r t a r g e t o r g a n s . A m o n g t h e e n t e r o v i r u s e s t h a t a r e
c y t o p a t ho g e n i c (p o l i o v i r u s e s , m o s t e c h o v i r u s e s , t y p e B c o x s a c k i e v i r u s e s , s o m e t y p e A
c o x s a c k i e v i r u s e s
,
a n d e n t e r o v i r u s t y p e 6 8 - 7 1 ), g r o w t h i n t h e l a b o r a t o r y c a n u s u a l l y b e
o b t a in e d r e a d il y i n p r im a r y c u lt u r e s o f hu m a n a n d m o n k e y k i dn e y c e l l s a n d in s o m e c e l l
l i n e s
,
s u c h a s H e L a
,
V e r o
,
B u fi fa l o G r e e n M o n k e y K i dn e y (B GM K ), o r , f o r s o m e
s e r o t y p e s , WI - 3 8 (d i p l o i d h u m a n e p i t he l i a l i u m ) (M e ln i c k , 1 9 9 0)
32 . 1 . 2 N o r w a l k v i r u s a n d r e l a t e d s m a ll , r o u n d , s t r u c t u r e d v i r u s e s o f g a s t r o e n t e r i t i s
N o r w a l k a n d r e l a t e d v i r u s e s a r e c a l ic i v i r u s e s T h e y a r e 2 5 t o 3 0 n m i n d i a m e t e r ,





a s i z e o f a b o u t 7
,
7 0 0 b a s e s a n d a c a p s i d c o m p r i s e d o f a s i n g l e t y p e o f p o ly p e p t i d e
o f a b o u t 5 8 , 0 0 0 k i l o - d a l t o n s .
N o r w a l k v i r u s w a s n o t i d e n t i fi e d u n t i l 1 9 72 . A lt h o u g h e a r li e r s t u d i e s h a d r e p o r t e d a n
i n f e c t i o u s a g e n t a s t h e c a u s e o f a n o n b a c t e r i a l g a s t r o e n t e r it i s o u t b r e a k i n N o r w a lk , O h i o ,
w hi c h be g a n i n O c t o b e r 19 6 8 , n o v i r u s w a s f o u n d d e fi n i t i v e l y a s s o c i a t e d w i t h t h i s
c o n d i t i o n U s i n g im m u n e e l e c t r o n m i c r o s c o py , K a p i k i a n a n d c o w o r k e r s o b s e r v e d i n c r e a s e d
a g g r e g a t i o n o f v i r u s - l i k e p a r t i c l e s w i t h c o n v a l e s c e n t s e r u m , w he n c o m p a r e d w i th a c u t e
p h a s e s e r a a ft e r o r a l c h a l le n g e w i t h a s t o o l fi l t r a t e fi
^
o m t h e o u t b r e a k i n N o r w a l k
,
O hi o
(K a p i k i a n e t a l . 1 9 72 ) I n o t he r o u t b r e a k s , t hi s a s s o c ia t i o n b e tw e e n v i r u s p a r t i c l e s a n d
g a s t r o i n t e s t i n a l il l n e s s w a s a l s o o b s e r v e d b y t h e a p p l i c a t i o n o f im m u n e e l e c t r o n
m i c r o s c o p y t o s e r o l o g ic t e s t i n g
Si n c e 19 7 8
,
w h e n a r a di o im m u n o a s s a y bl o c k i n g t e c h n i q u e f o r N o r w a l k a n t i b o d y w a s
d e v e l o p e d (G r e e n b e r g e t a l . 19 7 8), m o r e ha s b e e n l e a r n e d a b o u t t h e r o l e o f N o r w a lk
v i r u s i n sp o r a d i c i l h i e s s a n d i n o u t b r e a k s o f a c u t e n o n b a c t e r i a l g a s t r o e n t e ri t i s (K a p l a n e L
^ , 19 8 2 ) D e s p i t e i t s o b v i o u s im p o r t a n c e , l i t t l e i s k n o w n a b o u t t h e e n v i r o n m e n t a l
t r a n s m i s s i o n , s t a b i l i t y , a n d i n a c t i v a t i o n o f N o r w a l k v i r u s i n w a t e r . I n f a c t , u n t i l r e c e n t ly ,
t h e v i r u s ha d n o t b e e n c l a s s i fi e d in t o a k n o w n fa m i l y . A l t h o u g h p r e v i o u s l y t h o u g ht t o b e a
p a r v o v i r u s , r e c e n t e v i d e n c e e s t a b l i sh e s i t a s a c a l i c i v i r u s e s (G r e e n b e r g e t a l . 1 9 8 1 ; E s t e s
e t a l .
.
19 9 0 ). T h e l a c k o f k n o w le d g e a b o u t N o r w a l k v ir u s i s r e l a t e d t o t h e i n a b i l i t y t o
4p r o p a g a t e t h e v i r u s i n c e ll c u lt u r e , a n d t h e l a c k o f a s u i t a b le a n im a l m o d e l (K a p ik i a n a n d
C h a n o c k
,
1 9 9 0 ) H e n c e , t h e r e a r e n o s p e c i fi c r e a g e n t s , a n d u n t i l r e c e n t l y , hu m a n st o o l
s a m p l e s o b t a i n e d fi
-
o m c a s e s i n o u t b r e a k s a n d fi - o m hu m a n v o l u n t e e r s t u di e s h a v e b e e n t h e
o n l y s o u r c e o f v i r u s e s (Ji a n g e t a l , 19 9 0 , K e s w i c k e t a l . . 1 9 8 5 ) .
I t h a s a l s o b e c o m e a p p a r e n t t ha t v i r a l p a r t i c l e s s t r u c t u r a l ly s im i l a r t o , b u t a n t i g e n i c a l l y
d i st i n c t fi - o m
,
t h e N o r w a l k v i r u s a r e c a p a b l e o f c au s i n g o u t b r e a k s o f g a s t r o e n t e r i t i s
( K a p l a n e t a l . 1 9 82 ) H o w e v e r , o n l y a fe w s t u d i e s o f N o r w a l k - l i k e v i r u s e s h a v e b e e n
r e p o r t e d . I n t h e U n i t e d St a t e s , H aw a i i , Sn o w M o u n t a i n , a n d M o n tg o m e r y C o u n t y v i r u s e s
h a v e a l l p r o du c e d N o r w a l k - l i k e i l ln e s s i n v o l u n t e e r s ( B l a c k l o w a n d G r e e n b e r g , 1 9 9 1) .
R e c e n t ly , s e v e r a l N o r w a lk - l ik e v i r u s e s h a v e b e e n p a r t i a l l y s e qu e n c e d a ft e r g e n o m i c
a mp l ifi c a t i o n i n t h e p o l y m e r a s e r e g i o n by R T - P CR (M o e e t a l . 19 9 4 ) , a n d a n o t h e r
c a l i c i v i r u s SR SV ha s b e e n c o m p l e t e ly c l o n e d a n d s e qu e n c e d (L a m b d e n e t a l . . 1 9 9 3 ) ,
2 1 3 H e p a t i t i s A v i r u s :
H e p a t i t i s A o r i n f e c t i o u s h e p a t it i s i s o n e o f t h e s e v e r a l d i s e a s e s g r o u p e d u n d e r t h e
t e r m v i r a l h e p a t it i s V i r a l h e p a t i t i s c a n b e c a u s e d b y a v a r i e t y o f d i f f e r e n t a g e n t s w i t h th e
o n l y c o m m o n f e a t u r e b e i n g t h a t l i v e r i s t h e m a i n t a r g e t o r g a n a n d t h e s it e o f v ir a l
r e p l i c a t io n . O f t h e d i s e a s e s l i n k e d w i t h v i r a l h e p a t i t i s . H e p a t it i s A i s t h e m o s t p r e v a l e n t
f o r m
,
w i t h a p p r o x i m a t e l y 3 0 , 0 0 0 c a s e s p er y e a r r e p o r t e d i n t h e U S . (F r o s n e r , 19 8 4 ,
H o Ui n g e r a n d M e l n i c k , 1 9 8 5 ) T h e a c t u a l a n n u a l i n c i d e n c e i n t h e U n i t e d St a t e s m a y b e 10 -
f o l d h i g h e r t h a n t h e n a t u r a l n u m b e r o f r e p o r t e d c a s e s .
H e p a t i t i s A v i r u s i s n o n - e n v e l o p e d , 2 7 t o 3 2 n m , a n d w it h a n a p p e a r a n c e o f
i c o s a h e d r a l s y m m e t r y (M e ln i c k , 19 9 0 ) . T h e v i r i o n h a s a g e n o m e o f l i n e a r s i n g l e - s t r a n d e d
5R N A o f 7 . 4 8 k i l o b a s e p a i r s t h a t i s p o l y a d e n y l a t e d a t t h e 3
'
e n d a n d a c a p s i d c o n t a i n i n g
m u lt i p l e c o p i e s o f t h r e e o r f o u r p r o t e i n s I n i t i a ll y , t he p hy s i c o - c h e m i c a l c h a r a c t e r i s t i c s o f
H A V c a u s e d it t o b e p l a c e d i n t h e e n t e r o v i r u s g r o u p , w h e r e it w a s c l a s s i fi e d a s t y p e 7 2 .
B u t
,
r e c e n t l y it w a s r e c l a s s i fi e d i n a s e p a r a t e g e n u s d u e t o n u c l e o t i d e s e qu e n c e a n d o t h e r
d i f f e r e n c e s (R a o a n d M e ln i c k , 19 86 ) H A V h a s b e e n p r o v e n b e y o n d d o u bt t o b e
r e s p o n s ib le fo r w a t e r b o m e , e p i d e m i c , a c u t e l i v e r d i s e a s e o f w o r l dw i d e im p o r t a n c e t r a c e d
t o s e w a g e c o n t a m i n a t i o n U n f o r t u n a t e ly , i t g r o w s p o o r l y i n c e l l c u l t u r e s , i s v e r y p e r s i s t e n t
i n t h e e n v i r o n m e n t
,
s t a b l e t o a c i d (p H 3 . 0 fo r 3 h o u r s a t 2 5° C ), r e s i s t a n t t o h e a t (s t a b l e
w h e n i n c u b a t e d a t 6 0 ° C fo r 6 0 m i n a n d p a r t i a l ly i n a c t iv a t e d a ft e r 10 - 12 h o u r s a t 6 0
° C ),
a n d i s e sp e c i a l ly di fi c u lt t o d e t e c t i n w a t e r a n d f o o d (G e r b a , Si n g h, a n d R o s e , 1 9 8 5 ,
M e l n i c k
,
1 9 9 0
,
S o b s e y e t a l . . 1 9 8 8 ) F u r t h e r m o r e , H A V i s r e l a t iv e ly r e s i s t a n t t o
i n a c t iv a t io n b y fi
^
e e c hl o r in e a n d m o n o c hl o r a m i n e
,
e s p e c i a ll y w h e n it i s c e l l- a s s o c i a t e d
(S o b s e y , F u j i , a n d H a l l , 19 9 1) T he U SE P A t h e r e f o r e h a s t a r g e t e d H A V a s a k e y v i r u s f o r
w h i c h t o d e v e l o p d i s in f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n - c o n t a c t t im e (C * T ) d a t a fo r d i s i n f e c t i o n
p r o c e s s e s .
T h e r e a r e a t l e a s t 2 0 d i f f e r e n t H A V s t r a i n s St r a in s H M 17 5 (A u s t r a l i a ) , CR 3 2 6
(C o s t a R i c a ), M S - 1 (N e w Y o r k ) , L A , SD l l (C a l i f o r n i a ) , H A S 15 (A r i z o n a ), M B B
(n o r t h e r n A f r i c a ), GB M (G e r m a n y ), L A - 1 (C h i n a ), a n d P A 2 1 (i s o l a t e d fi
-
o m o w l m o n k e y s
i n P a n a m a ) c a n b e d i s t i n g u i sh e d fi
^
o m e a ch o t h e r o n t h e b a s i s o f d i f fe r e n t g r o w t h
c h a r a c t e r i s t i c s o r b y c o m p a r i s o n o f n u c l e o t i d e s e q u en c e s , o li g o n u c l e o t i d e m a p s , o r
hy b r i d i z a t i o n p a t t e r n s (M e l n i c k , 1 9 9 0 ) St r a in H M 17 5 h a s t h e w i d e s t r a n g e o f c e l l - c u lt u r e -
a d a p t e d m u t a n t s d e r i v e d fi
-
o m t h e w il d - t y p e v i r u s (G u s t e t a l . . 1 9 8 4 ) N e v e r t h e l e s s , H A V
6h a s o n l y o n e s e r o t y p e , a s i n g l e imm u n o d o m i n a n t n e u t r a l iz a t i o n s i t e , a n d s im i l a r r e a c t i v i t y
w i t h m o n o c l o n a l a n t i - H A V s (L e m o n e t a l . 1 9 8 7)
2 . 2 E p i d e m i o l o g y
T h e e v i d e n c e o f o u t br e a k s o f e n t e r i c v i r a l d i s e a s e c a u s e d b y c o n t a m i n a t e d w a t e r h a s
i n c r e a s e d s i g n i f i c a n t l y i n t h e p a s t d e c a d e (C r a u n , 19 8 8 ) R e p o r t s o f e n t e r i c v i r u s i s o l a t i o n s
fr o m d r i n k i n g w a t e r s o u r c e s a n d fr o m fi n i s h e d w a t e r sh o w a n in c r e a s e d n e e d f o r p e r i o d i c
o r p e r h a p s e v e n r o u t i n e m o n i t o r i n g o f t h e s e w a t e r s f o r v i r a l c o n t a m i n a t i o n (G e r b a a n d
R o s e , 1 9 9 0 ) . E n t e r i c v i r u s e s h a v e b e e n i s o l a t e d o n a t l e a s t 3 7 o c c a s i o n s fr o m t r e a t e d
d r i n k i n g w a t e r in t h e U n i t e d St a t e s a n d a r o u n d t h e w o r l d (B i t t o n e t a l . . 19 8 5 , G e r b a a n d
R o s e
,
1 9 9 0 ) , s o m e o f w h i c h m e t q u a l it y s t a n d a r d s f o r i n d i c a t o r b a c t e ri a a n d o t h e r
p a r a m e t e r s (D e e t z e t a l . . 19 84 , G e r b a et a l . . 19 84 , G e r b a , Si n g h , a n d R o se , 19 8 5 , G e r b a





1 E n t e r o v i r u s e s
E n t e r o v i r u s e s c a n c a u s e s e ri o u s d i s e a s e s
,
bu t u n d e r m o s t c i r c u m s t a n c e s
,
d o s o in o n l y
a v e r y s m a l l p r o p o r t i o n o f i n f e c t i o n s (R a o a n d M e l n i c k , 1 9 86 ) . P o li o v i r u s e s c a n c a u s e
s e ri o u s n e r v o u s s y s t e m d i s e a s e . C l in i c a l p a r a ly t i c d i s e a s e o c c u r s o n l y i n 0 . 1- 1% i n f e c t i o n s ,
d e p e n d i n g o n t h e v ir u le n c e o f t h e v i r u s a n d t h e a g e o f t h e h o s t Sp o r a d i c c a s e s o f
p a r a l y t ic p o l i o m y e l it i s h a v e o c c u r r e d f o r a t l e a s t a s l o n g a s t h e r e h a s b e e n w ri t t e n h i s t o r y
F r o m a n c i e n t t im e s i n t o t h e l a t e 1 8 0 0 s
, p o li o v i r u s e s b e c a m e e s t a bl i sh e d t h r o u g h o u t m o s t
o f t h e w o r l d ' s p o p u l a t i o n s a n d s u r v i v e d f o r m a n y c e n t u ri e s i n a n e n d e m i c fa s h i o n . O t h e r
e n t e r o v i r u s e s c a n a l s o c a u s e n e r v o u s s y s t e m di s e a s e , u s u a l ly o f a t r a n s i e n t n a t u r e ( a s e p t i c
m e n i n g i t i s ) bu t o n o c c a s i o n c li n i c a l l y s im i l a r t o t yp i c a l p a r a l y t i c p o l i o m y e li t i s S o m e
•
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e n t e r o v i r u s e s
,
s u c h a s e n t e r o v i r u s t y p e 7 1 , h a v e g i v e n ri s e t o l a r g e o u t b r e a k s o f c e n t r a l
n e r v o u s s y s t e m d i s e a s e c h a r a c t e ri z e d b y e n c e p h a l i t i s , o r p a r a l y s i s , o r b o t h , w i t h m a n y
f a t a l i t ie s G r o u p B c o x s a c k i e v i r u s e s c a u s e e p i d e m i c p l e u r o dy n i a , p e ri c a r di t i s , s e ri o u s a n d
o ft e n f a t a l m y o c a r di t i s i n i n f a n t s a n d c o n g e n i t a l c a r d i a c d e f e c t s i n i n f a n t s b o m o f m o t h e r s
e x p e ri e n c i n g i n f e c t i o n d u ri n g p r e g n a n c y I n a d d it i o n , m il d r e sp i r at o r y di s e a s e m a y a l s o
r e s u l t fr o m c e r t a i n e n t e r o v i r u s in f e c t i o n s . F r o m 19 7 0 t o 19 8 3 , m o r e t h a n 2 3 , 0 0 0
i s o l a t i o n s o f n o n p o l i o e n t e r o v i r u s e s w e r e r e p o r t e d t o o r m a d e a t t h e C e n t e r s f o r D i s e a s e
C o n t r o l , A lt h o u g h t h e m o st c o mm o n t yp e s i s o l a t e d v a ri e d fr o m y e a r t o y e a r , o v e r t h e
e n t i r e p e ri o d 1 5 t y p e s a c c o u n t e d f o r 6 5 - 8 9% o f i s o l a t e s f o r a n y g i v e n y e a r (M e l n i c k ,
19 9 0 )
E n t e r o v i r u s e s a r e t r a n s m it t e d by t h e fe c a l - o r a l r o u t e (C l i v e r , 19 8 3 , C r a u n , 1 9 8 6 ) .
H o w e v e r
,
dr o p l e t s o r a e r o s o l s fr o m c o u g hi n g o r s n e e z i n g c a n a l s o b e a s o u r c e o f d i r e c t o r
i n d ir e c t c o n t a m i n a t i o n (M e ln i c k , 1 9 9 0 ) . T h e a m o u n t o f v i r u s p r e s e n t i n s e w a g e i s h i g hl y
v a ri a b l e
,
d e p e n d i n g o n f a c t o r s s u c h a s t h e h yg i e n i c l e v e l o f t h e p o p u l a t i o n , t h e p r e v a l e n c e
o f i n f e c t i o n i n t h e c o mm u n i t y , a n d t he t im e o f y e a r (B e r g e t a l , 19 7 6 ). I n t h e U n it e d
St a t e s
, p e a k l e v e l s o f e n t e r o v i r u s e s o c c u r i n t h e l a t e s u m m e r a n d e a r l y f a l l (M e l n i c k ,
1 9 90 ) T h e a v e r a g e c o n c e n t r a t i o n o f e n t e r o v i r u s e s i n s e w a g e a p p e a r s t o b e a b o u t 10 0
P F U / l it e r i n t h e U n it e d St a t e s
,
b u t 1 0 - f o l d m o r e
,
o r e v e n h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s m a y o ft e n
b e f o u n d . B e c a u s e o f t h e w id e s p r e a d u s e o f l i v e p o l i o v a c c i n e , a t t e n u a t e d s t r a i n s o f
p o l i o v i r u s a r e o ft e n p r e s e n t i n t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n i n s e w a g e (M e l n i c k , 19 9 0 )
2 . 2 2 N o r w a l k v i r u s
N o r w a l k v i r u s i s a m a j o r c a u s e o f e p id e m i c g a s t r o e n t e ri t i s i n f a m il i e s , s c h o o l s .
8r e c r e a t i o n a l a r e a s , n u r s i n g h o m e s , r e s t a u r a n t s , o t h e r i n s t it u t i o n a l s e t t i n g s a n d i n
c o m m u n it ie s du e t o c o n t a m i n a t e d d r i n k i n g a n d b a t hi n g w a t e r s , f o o d s , l a k e s w im m i n g , i c e -
c o n t a i n i n g b e v e r a g e s , sw im m i n g p o o l s w it h i n a d e q u a t e c h l o ri n a t i o n , a n d m u n i c i p a l w a t e r
s y s t e m s (B a r o n e t a l , 19 82 , K a p l a n e t a l . 1 9 8 2 , K a p l a n e t a l . 1 9 8 2 a , K a p l a n e t a l .
1 9 8 2 b
,
T a y l o r , G a r y , a n d G r e e n b e r g , W il s o n , e t a l , 1 9 8 2 ) . T h e i n f e c t i o n i s s p r e a d b y t h e
fe c a l - o r a l r o u t e , w i t h a n in c u b a t i o n p e r i o d o f 12 t o 4 8 ho u r s ( B l a c k l o w , 19 7 2 ) . I n f o o d -
b o r n e o u t b r e a k s
,
in f e c t i o u s v i r u s m a y b e e x c r e t e d in t he fe c e s o f f o o d h a n d l e r s f o r a t l e a s t
4 8 h o u r s a ft e r t he y r e c o v e r (R e i d e t a l , 1 9 8 8 , W h i t e e t a l . 1 9 86 ) . A i r b o r n e t r a n s m i s s i o n
o f t h e v i r u s h a s a l s o b e e n s u g g e s t e d i n o u t b r e a k s i n h o s p i t a l s a n d o n c r u i s e s h i p s , by
m e a n s o f d r o p l e t s o f v o m i t o r t h r o u g h t h e m o v e m e n t o f c o n t a m i n a t e d l a u n dr y (H o e t a l .
1 9 8 9
,
Sa w y e r e t a l . 19 8 8) A i r b o r n e s p r e a d e x p l a i n s t he v e r y r a p i d s e c o n d a r y
t r a n sm i s s i o n o b s e r v e d i n o u t b r e a k s T h e o u t br e a k s o c c u r y e a r - r o u n d , a f f e c t i n g o l d e r
c h i l d r e n a n d a du lt s b u t t y p i c a ll y n o t i n f a n t s a n d y o u n g c h i l d r e n ( B l a c k l o w a n d Grr e e n b e r g ,
1 9 9 1
,
K a p i k i a n a n d C h a n o c k , 1 9 9 0 ) A n t i b o d i e s t o N o r w a l k v ir u s h a v e b e e n d e t e c t e d i n
t h e p o p u l a t i o n s o f m a n y i n d u s t r i a l i z e d a n d d e v e l o p i n g c o u n t r i e s , i n d i c a t i n g a w o r l d w i d e
di s t r i bu t i o n (B l a c k l o w a n d G r e e n b e r g , 19 9 1) . I n t h e U n i t e d St a t e s t h e p r e v a l e n c e o f
a n t i b o d i e s i s v e r y l o w i n c h i l d h o o d a n d r i s e s r a p i d l y d u r i n g a d o l e s c e n c e a n d e a r ly
a du h h o o d
,
r e a c hi n g 6 0 p e r c e n t i n a du h s (B l a c k l o w et a l . 19 7 9 , G r e e n b e r g e t a l . 1 9 7 8)
I n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s i n t h e t r o p i c s t h e p r e v a l e n c e o f a n t i b o d i e s i n c r e a s e s e a r l i e r , a t t h e
a g e o f t w o t o s i x y e a r s , a n d s o m e i l ln e s s o c c u r s in t h e s e y o u n g e r c hi l d r e n (G r e e n b e r g e L
a l , 19 7 9 , T i c e hu r s t e t a l . 19 8 3) .
N o r w a l k i n f e c t i o n p r o du c e s a b r i e f i l l n e s s c h a r a c t e r i z e d p r im a r i l y b y n a u s e a .
9v o m it i n g , d i a r r h e a , a b d o m i n a l c r a mp s , a n d h e a d a c h e l a s t i n g b e t w e e n 12 a n d 6 0 h o u r s
(K a p i k i a n a n d C h a n o c k , 1 9 9 0) A l t h o u g h t h e s e s y m p t o m s a r e s e e n i n p a t i e n t s i n a l l a g e
g r o u p s , c h i l d r e n a r e l i k e l y t o p r e s e n t p r im a r il y w it h v o m i t i n g , w h e r e a s a d u l t s a r e m o r e
l ik e l y t o p r e s e n t w i t h d ia r r h e a T h e v o m i t i n g a s s o c i a t e d w i t h N o r w a l k i n f e c t i o n m a y
r e s u lt fr o m a d e c r e a s e i n g a s t r i c m o t i l it y , w h i c h h a s b e e n s h o w n i n a d u l t v o l u n t e e r s
( K a p l a n e t a l . . 1 9 8 2 ).
V e r y l it t l e i s k n o w n a b o u t t h e N o r w a l k v i r u s l e v e l s in r aw s e w a g e , t r e a t e d e f fl u e n t s o r
n a t u r a l w a t e r s
,
i t s p e r s i st e n c e i n w a t e r a n d w a s t e w a t e r o r i t s r e du c t i o n b y w a t e r a n d
w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s e s T h e r e s u l t o f a s t u dy do n e b y K e sw i c k o n N o r w a l k v i r u s
i n a c t i v a t i o n b y c h l o r i n a t i o n o f d r i n k i n g w a t e r i n d i c a t e d t ha t N o r w a l k v i r u s w a s v e r y
r e s i s t a n t t o c h l o r i n a t i o n
,
w i t h o n l y p a r t i a l r e d u c t i o n o f h u m a n i n f e c t i v i t y a t d o s e s u p t o 1 0
m g /1 (K e s w i c k e t a l . 1 9 8 5) T h e r e s i s t a n c e t o c h l o r i n a t i o n e x h i b it e d by N o r w a l k v i r u s i n
t h e s t u d y i s m o s t l ik e ly d u e t o t h e a g g r e g a t i o n o f v i r u s p a r t i c l e s a n d p r e s e n c e o f c hl o r i n e -
d e m a n d i n g s u b s t a n c e s i n t h e i n o c u l u m , a c o n d i t io n w hi c h r e fl e c t s a c t u a l c o n t a m i n a t i o n o f
a w a t e r s u p p l y w i t h h u m a n w a s t e s
A p p r o x im a t e l y 4 2 % o f t h e o u t b r e a k s o f a c u t e , n o n - b a c t e r ia l G I i n v e s t i g a t e d b y t h e
C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l fr o m 19 7 6 t o 1 9 8 1 ha v e b e e n a t t r i b u t e d t o N o r w a l k v i r u s a n d
N o r w a l k - l i k e v i r u s e s (K a p l a n e t a l . 1 9 8 2) . O f t h e s e N o r w a l k - r e l a t e d o u t b r e a k s , w a t e r
w a s r e sp o n s ib l e i n 13 a n d f o o d i n 4 (R a o a n d M e l n i c k , 19 8 6 ) . I t i s e s t im a t e d t h a t u p t o
6 5 % o f a c u t e
,
n o n b a c t e r i a l g a s t r o e n t e r i t i s i n t h e U n it e d St a t e s i s a t t r i b u t a b l e t o t h e s e
a g e n t s (B l a c k l o w a n d C u k o r , 1 9 82 ) . D a t a r e v i e w e d by K a p l a n e t a l ( 1 9 8 2) s u g g e s t e d t h a t
N o r w a l k v i r u s a n d N o r w a l k - l i k e a g e n t s m a y b e r e s p o n s ib l e f o r 2 3% o f t h e w a t e r b o m e
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o u t b r e a k s o f a c u t e g a s t r o e n t e r it i s i n t h e U n i t e d St a t e s T h e s e o u t b r e a k s u s u a l l y t e r m i n at e
n a t u r a l l y i n a b o u t 1 w e e k , a lt h o u g h s e c o n d a r y t r a n s m i s s i o n i s c o m m o n
T h e f o r m s o f c l i n i c a l r e s i s t a n c e t o N o r w a l k i n f e c t i o n a r e u n u s u a l , a n d t h e y a r e n o t
c l e a r l y m e d i a t e d b y t y p i c a l i n u n u n e m e c h a n i s m s (B l a c k l o w a n d G r e e n b e r g , 1 9 9 1). Se r u m
a n d l o c a l g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t a n t i b o d i e s t o N o r w a l k v i r u s h a v e n o t p r o t e c t e d a d u l t
v o l u n t e e r s in t h e U n i t e d St a t e s a g a i n s t e x p e r i m e n t a l N o r w a l k v i r a l i n f e c t i o n a n d i l l n e s s
(B l a c k l o w e t a l . . 1 9 7 9 , G r e e n b e r g e t a l , 1 9 8 1 , P a r r i n o e t a l . 1 9 7 7) A ft e r t w o e x p o s u r e s
t o t h e v i r u s a t 6 - m o n t h in t e r v a l s , h o w e v e r , s e r u m a n t i b o d i e s b e c o m e a s s o c i a t e d w i t h
p r o t e c t i o n (J o hn s o n e t a l . 19 90 ) T h e fr e q u e n c y a n d t im i n g o f e x p o s u r e t o N o r w a l k v i r u s
m a y b e imp o r t a n t i n g e n e r a t i n g imm u n e r e s p o n s e s i n s o m e p e r s o n s : t h o s e i n d e v e l o p i n g
r e g i o n s w i t h r e s i s t a n c e t o di s e a s e (T i c e hu r s t e t a l . 19 8 3 ). A s m a l l p e r c e n t a g e o f
v o l u n t e e r s
,
h o w e v e r
,
r e m a i n r e s i s t a n t t o d i s e a s e w i t h l o w s e r u m a n t ib o d y l e v e l s , e v e n a ft e r
a n u m b e r o f e x p o s u r e s t o N o r w a l k v i r u s (J o h n s o n e t a l . 1 9 9 0 )
2 . 2
.
3 H e p a t it i s A v i r u s
H e p a t i t i s A v i r u s i s a m a j o r c a u s e o f a c u t e h e p a t i t i s , r e s p o n s ib l e f o r s ig n i fi c a n t w o r l d
w i de m o r b i d i t y a n d o c c a s i o n a l m o r t a l it y . T h e e p i d e m i o l o g y o f h e p a t it i s A i s m a r k e d l y
i n fl u e n c e d b y t h e l e v e l o f s a n i t a t i o n o r h y g i e n e i n t h e e n v i r o n m e n t (M e l n i c k , 1 9 9 0 ). I n
p o p u l a t i o n s w h e r e l iv i n g c o n di t io n s a r e c r o w d e d a n d s a n i t a t i o n i s n o n e x i s t e n t o r
i n a d e q u a t e , p r e v a l e n c e s t u d i e s r e v e a l t h a t i n f e c t i o n s o c c u r a t a n e a r l y a g e a n d th a t n e a r l y
1 0 0% o f c h i l d r e n a c q u ir e imm u n it y d u r i n g t h e fi r s t d e c a d e o f li f e . I n c o n t r a s t , a s s a n i t a r y
c o n d it i o n s im p r o v e d i n d e v e l o p e d c o u n t r i e s , t h e p r e v a l e n c e o f H A V s e r o p o s i t iv i t y
d e c r e a s e s
,
c r e a t i n g a l a r g e p o o l o f s u s c e p t i b l e i n d iv i d u a l s , t he r e f o r e o u t b r e a k s m a y r e s u lt
1 1
w h e n e v e r t h e v i r u s i s i n t r o d u c e d . D u r i n g h e p a t i t i s A i n f e c t i o n , t h e v ir u s i s s h e d i n t h e
f e c e s 3 - 1 0 d a y s p r i o r t o t h e o n s e t o f c l i n i c a l s y m p t o m s o r a f e w d a y s b e f o r e j a u n d i c e
(M e l n i c k , 1 9 9 0 ), a n d s e r i a l t e st e d s t o o l s a m p l e s h a v e p r o v i d e d e v i d e n c e t h a t H A V w a s
e x c r e t e d f o r s e v e r a l m o n t h s a ft e r i n f e c t i o n (R o s e n b lu m e t a l . . 1 9 9 1 ) H A V fi n d s i t s w a y
i n t o s e w a g e fi
'
o m w h i c h it m a y p o l l u t e s u r f a c e w a t e r I t i s s t a b l e i n f e c e s , w a t e r , a n d
w a s t e w a t e r
,
e v e n a t e l e v a t e d t e m p e r a t u r e s ( 5 5
°
t o 6 5 ° C ), a n d i s m o r e r e s i s t a n t t o
t r e a t m e n t p r o c e s s t h a n t h e f e c a l i n d i c a t o r b a c t e r i a (P r e v o t , D u b r o u , a n d M a r e c h a l , 199 3) .
T h e i n c i d e n c e o f r e p o r t e d he p at i t i s i n t h e U n i t e d St a t e s i s a p p r o x im a t e ly 2 2 c a s e s p e r
1 0 0
,
0 0 0 p o p u l a t i o n , w i t h a b o u t 4 4% c a t e g o r i z e d a s h e p a t i t i s A (M e l n i c k , 19 9 0) T h e
l a r g e s t w a t e r b o m e e p i d e m i c o f h e p a t it i s r e c o r d e d i s t he N e w D e l h i o u t b r e a k o f 1 9 5 5- 5 6 ,
i n w h i c h a b o u t 3 0
,
0 0 0 c a s e s w e r e r e p o r t e d (R a o a n d M e l n i c k , 19 8 6 ) H o w e v e r , r e c e n t
e v i d e n c e i n d i c a t e s t h a t t h i s o u t b r e a k w a s c a u s e d by a n o t h e r a g e n t o f i n f e c t i o u s h e p a t i t i s
n o w k n o w n a s e n t e r i c N o n - A
,
N o n - B h e p a t it i s v i r u s o r H E V (W o n g e t a l . . 19 8 0 ) . F i ft e e n
o u t b r e a k s o f w a t e r a s s o c i a t e d h e p a t i t i s A w e r e r e p o r t e d b e t w e e n 1 9 7 1 a n d 19 7 8 , w hi c h
a c c o u n t e d f o r o n l y 6 % o f 2 2 4 o u t br e a k s o f w a t e r b o m e d i s e a s e i n t h e U SA d u r i n g t ha t
p e r i o d . T h e a c t u a l i n c i d e n c e m ay b e m u c h hi g he r b e c a u s e m a n y p e r s o n s c o n t r a c t s o m i l d a
f o r m o f h e p a t i t i s t h a t t h e y d o n o t s e e k t r e a t m e n t a n d b e c a u s e p h y s i c i a n s o v e r a l l r e p o r t
f e w e r t h a n 15% o f th e h o sp i t a l iz e d c a s e s t h e y d i a g n o s e (M e ln i c k , 19 9 0 ). T h e l a r g e s t
c o m m o n s o u r c e o u t b r e a k o f h e p a t i t i s A e v e r r e p o r t e d o c c u r r e d i n S h a n g ha i , C hi n a i n
1 9 9 0 - 1 9 9 1 a n d w a s c a u s e d b y c o n s u m p t i o n o f c l a m s h a r v e s t e d fr o m s e w a g e p o l l u t e d
w a t e r (H a l l i d a y e t a l . 1 9 9 1).
2 3 V i r u s D e t e c t i o n M e th o ds :
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2 3 . 1 E n t e r o v i r u s e s a n d H e p a t i t i s A V i r u s
T h e d e t e c t i o n o f t h e c a u s a t iv e a g e n t o f i n f e c t i o u s h e p a t i t i s i n v e r y e a r l y r e s e a r c h
d e p e n d e d u p o n t h e u s e o f h u m a n v o lu n t e e r s t o d e t e r m i n e t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f t h e
y e t u n k n o w n a g e n t (N e e f e e t a l . 19 4 5) . R e s e a r c h i n t o t h e p h y s i c a l a n d b i o l o g i c a l a s p e c t s
o f H A V b e c a m e p o s s i b le a ft e r F e i n s t o n e , i n 1 9 7 3 , fi r st v i s u a l i z e d t h e v i r a l p a r t i c l e s i n t h e
s t o o l s o f h e p a t i t i s A p a t i e n t s u s i n g im m u n e e l e c t r o n m i c r o s c o p y (F e i n s t o n e , K a p ik i a n , a n d
P u r c e l l
,
1 9 7 3 ) F u r t h e r i n f o r m a t i o n b e c a m e a v a il a b l e w h e n H A V w a s fi r s t c u lt i v a t e d i n
c e l l c u l t u r e i n 1 9 7 9 (P r o v o s t a n d H i l l e m a n , 1 9 7 9 ) T h e l a c k o f a n y v i s i b l e c y t o p a t hi c
e f f e c t s a n d t h e l a t e a p p e a r a n c e o f v i r a l a n t i g e n s a ft e r i n f e c t i o n , b y m o s t s t r a i n s o f H A V ,
h a v e s t i l l m a d e d e t e c t i o n a n d e n u m e r a t i o n d i f fi c u l t (H o l l i n g e r a n d M e l n i c k , 1 9 8 5 ) .
T h e t r a d i t i o n a l s t a n d a r d m e t h o d s f o r d e t e c t i n g a n d i s o l a t i n g e n t e r o v i r u s e s r e l y o n
i n o c u l a t i n g s a m p l e s i n t o a n im a l c e l l c u l t u r e s H o w e v e r , c e l l c u lt u r e s d e f e a t t h e p u r p o s e o f
v i r a l a n a ly s i s w i t h r e s p e c t t o m o n i t o r i n g a n d p r e v e n t i v e m e a s u r e s b e c a u s e t h e p r o c e s s m a y
b e t o o s l o w (2 t o 3 w e e k s ) I n s o m e c a s e s , v i r u s e s a r e n o t a m e n a b l e o r t o o e x p e n s i v e t o
c u lt u r e . A t l o w
,
b u t s t il l r e l e v a n t
,
v i r a l c o n c e n t r a t i o n s i n w a t e r
,
t h e i r d e t e c t i o n b y c e l l
c u l t u r e i n o c u l a t i o n i s d i fi c u l t
,
s i n c e l a r g e v o lu m e s h a v e t o b e a s s a y e d . Si n c e it h a s b e e n
c l e a r ly e s t a b l i s h e d th a t e n t e r i c v i r u s e s a r e m o r e p e r s i s t e n t i n t h e a q u a t i c e n v i r o n m e n t a n d
m o r e r e s i s t a n t t o w a t e r a n d w a s t ew a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s e s , i n c l u d i n g d i s i n f e c t i o n , t h a n
a r e f e c a l i n d i c a t o r b a c t e r i a (H o fl F, 1 9 8 6 , L e o n g , 1 9 83 ), w i d e s p r e a d a n d r o u t i n e
m o n i t o r i n g o f w a s t e w a t e r e fl u e n t s o r r a w a n d fi n i s he d d r i n k i n g w a t e r f o r h u m a n e n t e r i c
v i r u s e s w i l l r e q u i r e m o r e r a p i d , s e n s i t i v e , a n d i n e x p e n s i v e m e t h o d s .
N e w m e t h o d s f o r d e t e c t i o n o f H A V a n d e n t e r o v i r u s e s i n c lu d e im m u n e - e l e c t r o n
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m i c r o s c o py , s o l i d p h a s e im m u n o a s s a y s , c u l t iv a t i o n i n c e l l c u l t u r e s f o l l o w e d by
im m u n o a s s a y , o r a p p e a r a n c e o f c y t o p a t h i c e f f e c t s (CPE ) i n i n o c u l a t e d c e l l c u lt u r e s
f o l l o w e d b y n e u t r a l i z a t i o n t e s t s f o r s e r o l o g i c a l i d e n t i fi c a t i o n (K a p se n b e r g , 19 8 8 , P u r c e l l ,
H o o fh a g g l e , a n d T i c e hu r s t , 1 9 8 9 ) P o l io v i r u s i s o l a t e s a n d o t h e r e n t e r o v i r u s e s h a v e b e e n
d i s t i n g u i s h e d a n d i d e n t i fi e d b y t h e i r a n t i g e n i c p r o p e r t i e s a n d n u c l e o t i d e s e qu e n c e
r e l a t i o n shi p s (N a k a n o , G e l f a n d , a n d C o l e , 1 9 6 3 , V a n We z e l a n d H a z e n d o n k , 19 7 9 ) .
S e r o di fl Fe r e n t i a t i o n m e t h o d s h a v e b e c o m e i n c r e a s i n g l y r e fi n e d w it h t h e d e v e l o p m e n t o f
c o m p r e h e n si v e p a n e l s o f s p e c i fi c n e u t r a l iz i n g m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s t o d i s t i n g u i s h
v a c c i n e - d e r i v e d a n d v ^dl d p o l i o v i r u s e s , a n d t o i d e n t i fy o t h e r e n t e r o v i r u s e s (F e r g u s o n e t a l .
1 9 8 2
,
O s t e r h a u s e t a l , 1 9 8 3 ) N e v e r t h e le s s , e q u iv o c a l r e s u l t s a r e o ft ;e n o bt a in e d f o r
p o l i o v i r u s e s b e c a u s e p o pu l a t i o n s o f c li n i c a l i s o l a t e s c o n t a i n s u b s t a n t i a l p r o p o r t i o n s o f
v a c c in e - d e r i v e d v a r i a n t s ha v i n g a n t ig e n i c p r o p e r t i e s i n di st i n g u i s h a b l e fi
'
o m t h o s e o f w i l d
p o l i o v i r u s e s (M i n o r e t a l . 1 9 8 6 , N a k a n o e t a l . 1 9 7 8 ) I n a d d i t i o n , a n t ig e n i c r e v e r s i o n
d u r i n g r e p l i c a t i o n i n t he hu m a n i n t e s t i n e i s a n i n t r i n s i c p r o p e r t y o f t h e Sa b i n o r a l
p o l i o v a c c in e s t r a in s , o c c u r r i n g at h i g h fi
-
e q u e n c i e s w i t h th e t y p e 1 st r a i n (N a k a n o ,
G e l f a n d
,
a n d C o l e
,
1 9 6 3 ) a n d a t l o w e r fi
-
e q u e n c i e s w i t h t h e s t r a i n s o f s e r o t y p e s 2 a n d 3
(M i n o r e t a l . . 1 9 8 6 ) M o l e c u l a r m e t h o d s ha v e a l s o b e e n d e v e l o p e d f o r s e q u e n c e
c o m p a r i s o n o f e n t e r o v i r u s a n d H A V s t r a i n s , i n c lu d i n g r i b o n u c l e a s e T l o l i g o n u c l e o t i d e
fi n g e r p r i n t i n g (K e w , N o t t a y , a n d Obij e sk i , 19 84 ), p a r t i a l g e n o m i c s e q u e n c i n g (da S il v a eL
a l , 1 9 9 1 , Sa i k i e t a l . 1 9 8 5) , a n d h y b r id i z a t i o n w i t h s y n t h e t i c o l i g o d e o x y n u c l e o t i d e p r o b e s
(d a Si l v a e t a l . 19 9 1, K e w , N o t t a y a n d O b ij e s k i , 19 8 4 ) . A l t h o u g h a l l o f t h e s e m o l e c u l a r
t e c hn i q u e s a r e hi g h l y r e li a b l e , o n l y p r o b e hy b r i d iz a t i o n i s w e l l - s u i t e d f o r r o u t in e d i a g n o s t i c
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a p p l i c a t i o n i n c l i n i c a l s e t t i n g s
T h e d e v e l o p m e n t o f n u c l e i c a c i d c l o n i n g a n d hy b ri d iz a t i o n a n d n u c l e o t i d e s e q u e n c i n g
p r o v i d e d t h e o p p o r t u n i t y t o d e t e c t h u m a n e n t e ri c v i r u s e s in e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s b y
hy b ri d i z a t i o n u s i n g c D N A o r R N A p r o b e s (n u c l e i c a c i d h y b ri d i z a t i o n ) (D e L e o n a n d
S o b s e y , 1 9 9 1 , H y y p i a e t a l . 19 84 , J a n s e n , N e w b o l d , a n d L e m o n , 1 9 8 5 , R o t b a r t , 19 89 ,
T i c e hu r s t e t a l . . 1 9 8 7 ) G e n e p r o b e h yb ri d i z a i t o n t o g e n o m i c v ir a l R N A h a s b e e n r e p o r t e d
t o d e t e c t 2 5 * 1 0 ' p h y s i c a l p a r t i c l e s o f r o t a v i r u s SA - 1 1 (D im i t r o v , G r a h a m , a n d E s t e s ,
1 9 8 5 ), 1 0
"
p h y s i c a l p a r t i c l e s o f h e p a t i t i s A v i r u s (Ji a n g e t a l . 1 9 8 6 ), a n d 50 0 - 1 0 0 0 P F U o f
r o t a v i r u s S A - 1 1
,
a n d c o x s a c k i e v i r u s B 3 (D e L e o n , 19 89 , Sh i e h e t a l . 1 9 9 1) M a r g o l in ,
H e w l e t t
,
a n d G e r b a ( 19 8 6 ) h a v e r e p o r t e d t h e d e t e c t i o n o f 1 - 1 0 P F U o f p o l i o v i r u s u s i n g
p r o b e s w i t h a s p e c i fi c a c t i v it y o f 2
* 10 ^ CPM / u g o f D N A (M a r g o li n , H e w l e t t , a n d G e r b a ,
19 8 6 ) . I n a l a t e r s t u dy , p o l i o v i r u s a n d h e p a t i t i s A g e n e p r o b e s w e r e u s e d t o d et e c t
e n t e r o v i r u s e s a n d H A V in g r o u n d w a t e r (M a r g o l in e t a l . 1 9 8 9 ) Ji a n g e t a l . h a v e u s e d
c D N A p r o b e s t o d e t e c t s e e d e d h e p a t it i s A v i r u s i n e s t u a ri n e s a m p l e s w i t h a s e n s i t iv i t y o f
10 * p a r t i c l e s (J i a n g e t a l . 1 9 8 6) a n d i n a su b s e q u e n t s t u dy t h e y d e t e c t e d n a t u r a ll y
o c c u r ri n g h e p a t i t i s A v i r u s i n e s t u a ri n e s a m p l e s u s in g s sR N A p r o b e s (J i a n g , E s t e s , a n d
M e t c a l f
,
1 9 8 7 ). I n g e n e r a l , R N A p r o b e s a r e 5 - 8 f o l d m o r e s e n s i t iv e t h a n D N A p r o b e s
(C o v a e t a l . . 1 9 8 8 , D u b r o u e t a l . . 1 9 9 0 , J i a n g , E s t e s , a n d M e t c a Jf , 1 9 8 7 , St e f f a n a n d
A t l a s
,
1 9 9 1
,
S hi e h e t a l . 1 9 9 1) S p e c i fi c m e t h o d s u s i n g R N A p r o b e s h a v e b e e n de s c ri b e d
t o d e t e c t H A V a n d e n t e r o v i r u s e s i n w a s t ew a t e r s a m p l e s a n d , w i t h a l o w e r e fl Bc i e n c y , i n
s u r f a c e w a t e r w it h o u t a c o n c e n t r a t i o n s t e p (D u b r o u e t a l . 19 9 1, Sh i e h e t a l . 19 9 1) . I t
w a s o b s e r v e d t h a t n o n - r a d i o a c t iv e d e t e c t i o n sy s t e m s w e r e a p p r o x i m at e ly t e n t im e s l e s s
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s e n s i t iv e (Ji a n g , E st e s , a n d M e t c a l f , 19 8 7) a n d t h u s n o t d i r e c t l y a p p l i c a b l e fo r d e t e c t i n g
t h e l o w n u m b e r o f v i r u s e s e x p e c t e d i n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s .
A l t h o u g h a n u m b e r o f s t u d i e s h a v e b e e n do n e o n n u c l e i c a c i d hy b r i d i z a t i o n , t h e
a p p l i c a t i o n o f t h e m e t h o d s fo r d e t e c t i n g e n t e r i c v i r u s e s i n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s o f w a t e r
a n d f o o d s h a v e p r o v e n i n a d e qu a t e , b e c a u s e t h e d e t e c t io n t e c h n i q u e s r e qu ir e h i g h t it e r s i n
t he r a n g e o f 1 0 , 0 0 0 v i r a l p a r t ic l e s (P r e s t o n , Ch a y d hr y , a n d F a r r a h , 1 9 9 0 ) . I n a d d it i o n , t h e
r e l a t i v e l y l a r g e v o lu m e s f o r e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s e v e n a ft e r t yp i c a l c o n c e n t r a t i o n
p r o c e d u r e s a r e im p r a c t i c a l fo r m o s t hy b r id i z a t i o n p r o t o c o l s T h e p r o b l e m s c o n c e r n i n g
hy b r i di z a t i o n r e a c t i o n f a i l u r e s (f a l s e n e g a t iv e s ) a n d a m b i g u i t i e s (f a l s e p o s i t i v e s ) du e t o
s a m p l e - r e l a t e d i n t e r f e r e n c e s a n d n o n - s p e c i f i c r e a c t i o n s , a n d t h e u n c e r t a i n t y o f w h e t h e r
p o s it i v e r e a c t i o n s a r e t r u l y in d i c a t i v e o f i n f e c t i o u s v i r u s e s a l s o n e e d t o b e s o l v e d .
S o m e o f t h e s e l im i t a t i o n s a r e o v e r c o m e by i n o c u l a t i n g s a m p l e s i n t o c e l l c u lt u r e s i n
o r d e r t o a l l o w v i r u s r e p l i c a t i o n a n d he n c e , a m p l ifi c a t i o n o f t a r g e t v i r a l n u c l e i c a c i d
s e q u e n c e s p r i o r t o g e n e p r o b i n g o f n u c l e ic a c i d s e x t r a c t e d fi
-
o m i n f e c t e d c e l l s . T h e u s e o f
c e l l c u l t u r e s c a n a l s o a c c o m m o d a t e t y p i c a l s a m p l e c o n c e n t r a t e v o l u m e s a n d r e m o v e o r
d i lu t e s a m p l e - r e l a t e d i n t e r f e r i n g c o m p o n e n t s . H o w e v e r , a lt h o u g h b e i n g a b l e t o r e l a t e g e n e
p r o b e d e t e c t a b i li t y t o v i r u s i n f e c t i v it y , t h i s a p p r o a c h i s n o t a p p l i c a b l e t o n o n - c u l t i v a b l e
v i r u s e s (D e L e o n , a n d So b s e y , 19 9 1 , Shi e h e t a l . 1 9 9 1).
O t h e r m o l e c u l a r t e c h n i q u e s i n c o n j u n c t i o n w i t h g e n e p r o b e h y b r i d i z a t i o n h a v e b e e n
d e v e l o p e d t o i n c r e a s e t h e s e n si t i v it y o f g e n e p r o be s i n e n v i r o n m e n t a l s a m pl e s . W i th t h e
a d v e n t o f r e c o m b i n a n t D N A t e c hn o l o g y , i t i s n o w p o s s ib l e t o d e t e c t w a t e r b o m e v i r u s e s
w it h o u t t h e n e e d f o r t i s s u e c u lt u r e (G e r b a , M a r g o l i n , a n d H aw l e t t , 19 8 9 , Ji a n g , E s t e s , a n d
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M a r g o l i n , H a w le t t , a n d G e r b a , 1 9 8 6 , P r e s t o n , C h a u d h r y , a n d F a r r a h,
1 9 9 0 ) . T h e r e c e n t d e v e l o p m e n t o f p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n (P C R ) a n d l a t e r o t h e r i n -
v it r o e n z y m a t i c n u c l e i c a c i d a m p l i fi c a t i o n m e th o d s o p e n e d u p n e w a r e a s f o r t h e
a m p l i fi c a t i o n a n d d e t e c t i o n o f sp e c i fi c g e n o m i c s e q u e n c e s , e s p e c i a l l y w h e n t h e p a t h o g e n s
a r e r a r e o r d i f fi c u lt t o c u lt u r e i n v it r o T hi s i s e s p e c ia ll y t r u e f o r N o r w a l k v i r u s , w hi c h h a s
n e v e r b e e n c u l t u r e d a n d H A V , w h i c h r e pl i c a t e s i n i n f e c t e d c e ll s w i t h a l o w e f fi c i e n c y a n d
t y p i c a l ly d o e s n o t c a u s e c y t o p a t hi c e f fe c t T h e c o m p a r a t i v e l y s l o w p r o c e d u r e s o f in v i v o
a m p l i fi c a t i o n o f p o l i o v i r u s e s i n c e l l c u l t u r e m a y a l s o b e r e p l a c e d b y r a p i d i n v i t r o
a m p l i fi c a t i o n o f v i r a l R N A s e qu e n c e s b y t h e p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n S i n c e i t s
i n t r o d u c t i o n (S a i k i e t a l . 1 9 8 8), P CR h a s q u i c k l y b e c o m e a n im p o r t a n t t o o l o f b o t h b a s i c
r e s e a r c h a n d c li n i c a l d i a g n o s t i c s (K w o k a n d Sn i n s k y , 19 8 9) P CR a n d o t h e r i n v it r o
e n z y m a t i c a m p l i fi c a t i o n t e c hn i q u e s h a v e t h e a dv a n t a g e o f a mp l i fy i n g e v e n o n e v i r a l
g e n o m e c o p y e x p o n e n t i a ll y t o s e v e r a l m il l i o n ( 10 ' - 10 * e n r i c h m e n t o f a s p e c ifi c n u c l e i c
a c i d s e qu e n c e ) i n a f e w h o u r s w i t h o u t c u l t u r i n g t h e v i r u s e s ( Sa i k i e t a l . . 19 8 8 ) . A l t h o u g h
T h e r m u s a q u a t i c u s (T a q ) p o l y m e r a s e c a n n o t u s e R N A a s a t e m p l a t e , t h e P C R t e c hn i q u e i s
a d a p t a b l e t o t h e a m p l i fi c a t i o n o f R N A v i r u s e s b y a s im p l e r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n p r i o r t o
p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n (R T - P C R ) .
D u e t o i t s h i g h s e n s i t iv i t y , R T - P C R h a s b e e n u s e d f o r t h e d e t e c t i o n a n d i de n t ifi c a t i o n
o f e n t e r o v i r u s e s (C h a pm a n e t a l . 1 9 9 0 , K o p e c k a et a l . . 1 9 9 3 , R o t b a r t , 19 9 0 ), r o t a v i r u s
(Wi l d e e t a l . 1 9 9 1), h e p a t it i s A v i r u s (Ja n s e n , Si e g l , a n d L e m o n , 19 9 0 ) , a n d h e p a t i t i s E
v ir u s (R a y e t a l . 1 9 9 1) i n c l i n i c a l s a m p l e s I n a d d i t i o n , f o r s o m e v i r u s e s s u c h a s H A V ,
P C R h a s b e e n c o m b i n e d w i t h o th e r m e t h o d s t o im p r o v e v i r u s d e t e c t i o n . Sin c e H A V i s a
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s in g l e a n t i g e n i c s e r o t y p e a n d s i n c e t h e hi g hl y c o n s e r v e d a n t i g e n i c s t r u c t u r e o f h u m a n
H A V i s r e fl e c t e d b y t h e l im i t e d n u m b e r o f a m i n o a c i d s u b s t it u t i o n s w i t hi n t h e c a p s i d
r e g i o n , i t w a s p o s s ib l e t o d e t e c t H A V w i t h a tw o s t e p m e t h o d in w h i c h a n im m u n o
- a fi n i t y
p r o c e d u r e w a s c o u p l e d w i t h a R T - P CR n u c l e i c a c i d a m p l ifi c a t i o n s y s t e m (Ja n s e n , Si e g l ,
a n d L e m o n , 1 9 9 0 ) M o l e c u l a r e p i d em i o l o g y s t u d i e s w e r e t h e n p o s s ib l e o n H A V i s o l a t e s
p r e s e n t i n s t o o l s a n d s e r u m f r o m p a t i e n t s w it h a c u t e h e p a t i t i s (R o b e r t s o n , 1 9 9 1)
O t h e r a p p l i c a t i o n s r e l e v a n t t o pu b l i c h e a l t h h a v e a l s o b e e n a c h i e v e d by P C R :
d e t e c t i o n o f e n t e r o t o x ig e n i c E c o li a n d v i r u l e n t p l a s m i d s i n s t o o l s (F r a n k e l e t a l . . 19 8 9)
a n d m i n c e d m e a t (W e m a r s e t a l . 1 9 9 1), d e t e c t i o n o f V ib ri o v u l n i fi c u s D N A (B r a u n s ,
H u d s o n
,
a n d O l iv e r
,
1 9 9 1) a n d V ib ri o v u l n i fi c u s in a r t i fi c i a l l y c o n t a m i n a t e d o y s t e r s (H i l l
e t a l . 1 9 9 1), a n d d e t e c t i o n o f L e g i o n e l l a p n e u m o p hi l a a n d o t h e r o r g a n i s m s r e l e v a n t t o
p u b l i c h e a l t h i n w a t e r (B ej , M a hb u b a n i , a n d A t l a s , 19 9 1, B e j e t a l . . 19 9 1) D i f f e r e n t i a t i o n
o f a c t i v e a n d i n a c t iv e c y s t s o f G i a r d i a l a mb l i a b y P CR h a s a l s o b e e n r e p o r t e d t o b e
p o s s ib l e (M a hb u b a n i e t a l . . 1 9 9 1) .
C o m p a r i n g t h r e e d if e r e n t d e t e c t i o n p r o c e du r e s f o r e n t e r o v i r u s e s : c e l l c u l t u r e
i n o c u l a t i o n s
,
s l o t b l o t t in g o f v ir a l s u s p e n s i o n s p lu s hy b ri d i z a t i o n w i t h s p e c i fi c p r o b e s , a n d
a m p l i fi c a t i o n o f s u b g e n o m i c s e q u e n c e s b y R T - P C R f o l l o w e d by h yb ri d i z a t i o n , K o p e c k a e L
a L ( 19 9 3 ) c o n c l u d e d t h a t R T - P CR i s t he m o s t s e n s i t i v e p r o c e d u r e . D ir e c t s l o t b l o t
h y b ri d i z a t i o n w a s a p p r o x im a t e l y 10
'
t im e s l e s s s e n s it i v e t h a n c e l l c u lt u r e i n o c u l a t i o n
,
w hi c h i t s e l f p r o v e d t o b e 10 t o 1, 0 0 0 t im e s l e s s s e n s it i v e t h a n R T - P C R . T h e r e f o r e , n e w
v i r u s d e t e c t i o n m e t h o d s b a s e d o n t h e u s e o f g e n e p r o be s ( n u c le i c a c i d hy b ri d i z a t i o n ) a n d
p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n (t a r g e t n u c l e i c a c i d i n - v it r o a mp l i fi c a t i o n ) f o r d e t e c t i o n o f
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s p e c i fi c e n t e ri c v i r u s e s o r c l o s e l y r e l a t e d g r o u p s o f v i r u s e s s h o w c o n s i d e r a b l e p r o m i s e a s
i n e x p e n s i v e a n d r a p i d m e t h o d s f o r v i r u s d e t e c t i o n i n t h e e n v i r o n m e n t (D e L e o n e t a l ,
1 9 9 0
,
Sh i e h e t a l . 1 9 9 1) .
N o t w i t h s t a n d i n g t h e s e a d v a n c e s , m o r e r e s e a r c h n e e d s t o b e d o n e o n t h e a p p Uc a t i o n
o f P C R t o t h e d e t e c t i o n o f w a t e r b o m e v i r u s e s i n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s . I n p a r t ic u l a r ,
m e t h o d s m u s t b e d e v e l o p e d t o d e a l w it h th e pr e s e n c e o f R T - P CR in h i b i t o r s i n





2 N o r w a l k V ir u s
T h e d i a g n o s i s o f N o r w a l k v i r u s g a s t r o e n t e ri t i s i s c u r r e n t ly b a s e d o n c l i n i c a l
o b s e r v a t i o n s c o m b i n e d w i t h t h e d e t e c t i o n o f v ir a l a n t i g e n s o r p a t i e n t s e r o c o n v e r s i o n
I d e n t i fi c a t i o n o f N o r w a l k v i r u s by d i r e c t e l e c t r o n m i c r o s c o p y i s o ft e n n o t p o s s i b l e b e c a u s e
i t s s u r f a c e m o r p h o l o g y i s n o t s u f fi c i e n t l y di s t in c t iv e a n d th e v i r u s i s sh e d i n f e c e s in
r e la t i v e l y l o w n u mb e r s ( 10
*
t o l OVg o f fe c e s ) (K a p i k i a n a n d C h a n o c k , 1 9 9 0 ). I m m u n e
e l e c t r o n m i c r o s c o py (l EM ) c a n b e u s e d t o o b s e r v e v ir a l p a r t i c l e s t h a t h a v e b e e n
s p e c i fi c a l l y a g g r e g a t e d w i t h p o s t i n f e c t i o n s e r u m , b u t t h i s m e th o d i s t e d i o u s a n d n o t
s e n s i t iv e . C u r r e n t ly , r a d i o imm u n o a s s a y (R I A ) a n d e n z y m e im m u n o a s s a y (E I A ) a r e t h e
m e th o d s o f c h o i c e f o r i d e n t i fi c a t i o n o f N o r w a l k v i r u s i n f e c t i o n s b e c a u s e t h e y a r e m o r e
e f fi c i e n t t h a n a n d a r e a t l e a s t a s s e n s i t iv e a s l E M i n d e t e c t i n g v i r a l a n t i g e n s o r a n t ib o di e s
(G r e e n be r g e t a l . . 19 7 8 ) H o w e v e r , t he s e d i a g n o st i c t e s t s c u r r e n t ly h a v e l im i t e d
a p p l i c a t i o n i n c l i n i c a l l a b o r a t o ri e s b e c a u s e r e a g e n t q u a l i t y a n d N o r w a l k v i r u s - s p e c i fi c
a n t i g e n s a n d a n t i b o d i e s a r e n o t w i d e l y a v a il a b l e a n d b e c a u s e b o t h a c u t e - a n d c o n v a l e s c e n t -
p h a s e s e r a a r e r e q u i r e d t o d i a g n o s e s u s p e c t e d c a s e s s e r o l o g i c a ll y .
1 9
T h e c l o n i n g o f t h e N o r w a l k v i r u s g e n o m e a n d t h e a v a i l a b i l i t y o f n u c l e o t i d e s e q u e n c e
d a t a f o r t he e n t i r e g e n o m e , i n c l u d i n g r e g i o n s e n c o d in g t h e R N A p o l y m e r a s e a n d a n
im m u n o g e n i c p r o t e i n h a v e m a d e p o s s i b l e t he d e t e c t io n o f N o r w a l k v i r u s RN A b y c D N A
p r o b e h y b r i d i z a t i o n (J i a n g e t a l . 1 9 9 0 , M a t s u i e t a l . 1 9 9 1 ) . R e c e n t ly , t h e R T - P C R
- O P
t e c hn i q u e h a s a l s o b e e n d e v e l o p e d t o d e t e c t N o r w a lk v i r u s i n f e c a l s p e c im e n s (D e L e o n e t
a l
,
1 9 92 ) . T h e v i r u s w a s pu r i fi e d fi
-
o m f e c e s b y S ph a d e x s p i n - c o l u m n c h r o m a t o g r a p hy
(D e L e o n a n d G e r b a , 19 9 0 ) f o l l o w e d by R T - P CR a m p l ifi c a t i o n a n d c o n fi r m at i o n o f R T -
P C R p r o d u c t s p e c i fi c i t y b y a n o n - r a d io a c t iv e o l ig o p r o b e T h e s e n s it i v i t y o f N o r w a lk v i r u s
d e t e c t i o n , a s d e t e r m i n e d b y th e e n dp o i n t o f R T - P C R a m p l i fi c a t i o n f o r s e r i a l l y d i lu t e d ,
p o s it i v e s t o o l s p e c im e n s , w a s s im i l a r t o t h e a c t u a l v i r i o n t i t e r e s t im a t e d b y e l e c t r o n
m i c r o s c o p y a n d a t l e a s t 10 0 - f o l d g r e a t e r t ha n t h e R I A t it e r . T h e R T - P C R - O P a s s a y w a s
sp e c i fi c f o r N o r w a l k a n d n e g a t iv e f o r o t h e r e n t e r i c v i r u s e s . I n t h e s t u dy , R T - P CR - O P i s
d e m o n s t r a t e d t o p r o v i d e a g r e a t e r d e g r e e o f d e t e c t a b i li t y t h a n d o e s d ir e c t h y b r i d i z a t io n o f
N o r w a lk v ir u s R N A i n s t o o l s a m p l e s (D e L e o n e t a l . 19 9 2 ) . H o w e v e r , t he s a m p l e
p r o c e s s in g m e th o d s f o r N o r w a lk v i r u s d e t e c t io n b y R T - P CR , s u c h a s p h e n o l - c h l o r o f o r m
e x t r a c t i o n
,
e t h a n o l p r e c i p i t a t io n a n d e x c l u s i o n c hr o m a t o g r a p hy m a y n o t b e p r a c t i c a l f o r
e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s I n a d d it i o n , r e m o v a l o f R T - P C R i n hi b i t o r s b y a n t ig e n c a p t u r e
P CR i s n o t y e t f e a s ib l e fo r N o r w a l k , b e c a u s e t h e a n t i b o di e s a r e n o t a v a i l a b l e . A n o t h e r
f a c t o r l im i t in g R T - P CR d e t e c t i o n o f N o r w a lk a n d r e l a t e d v ir u s e s i n c l i n i c a l a n d
e n v ir o n m e n t a l s a m p le s i s t he u n i v e r s a l it y o f t h e a v a i l a b l e p r im e r s a n d p r o b e s (M o e e t a l .
19 9 4 ) F u r t h e r s t u d i e s a r e n e e d e d t o e s t a b l i s h o n e o r m o r e s e t s o f p r im e r s a n d o l ig o p r o be s
t h a t w i ll d e t e c t t he sp e c t r u m o f N o r w a lk - l i k e g a s t r o e n t e r it i s v ir u s e s i n c l i n i c a l a n d
2 0
e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s
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4 P u ri fi c a t io n a n d C o n c e n t r a t i o n P r o c e s s e s f o r V i r u s e s i n E n v i r o n m e n t a l Sa m p l e s :
M o s t o f t h e m e th o d s f o r i s o l a t i n g v i r u s e s fi
^
o m e n v i r o n m e n t al s a m p l e s h a v e u s e d
v a ri o u s p hy s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s o f t h e v i ri o n s , s u c h a s p h y s i c a l a d s o r p t i o n ,
p r e c i p i t a t i o n , p h a s e p a r t i t i o n i n g , s e d im e n t a t i o n , fi l t r a t i o n , m i g r a t i o n u n d e r t h e i n fl u e n c e o f
a n e l e c t ri c fi e l d
,
t h e imm u n o c he m i c a l r e a c t i o n s o f t he v i r u s e s , e t c . T a b l e 2 1 l i s t s s o m e
m e t h o d s t h a t h a v e b e e n s t u d i e d f o r c o n c e n t r a t i n g v ir u s e s fi
-
o m e n v ir o n m e n t a l w at e r s .
A s e a r ly a s 19 3 1, i t w a s f o u n d t ha t v ir u s e s c o u ld a d so r b t o c o ll o d i o n m e m b r a n e s
m a de o f c e l l u l o s e n i t r a t e I n 19 6 7
,
W a ll i s a n d M e l n i c k ( 19 6 7 a ) e n h a n c e d t h e a d s o r p t i o n o f
v i r u s e s t o n i t r o c e ll u l o s e fi h e r s b y p r e t r e a t i n g s a m p l e s w i t h p H a dj u s t m e n t a n d a d d i n g s a lt s
s u c h a s A IC I3 a n d M g C l j C o n c e n t r a t i o n o f v ir u s fi
^
o m s e w a g e by m i c r o p o r o u s fi l t e r s i s
o ft e n d ifi c u l t b e c a u s e t h e h i g h t u r b i di t i e s o f t h e s e w a t e r s c a n r a p i d ly c l o g t h e fi l t e r s a n d
t h e l o s s o f s o Ud s - a s s o c i a t e d v i r u s e s i s a n a n o t h e r c o n c e r n . F o r t u n a t e l y , l a r g e v o l u m e s o f
r a w s e w a g e d o n o t n o r m a l l y h a v e t o b e p r o c e s s e d t o d et e c t e n t e ri c v i r u s e s . U s u a l l y 10 0
m l t o 2 L n e e d t o b e p r o c e s s e d t o d e t e c t v i r u s e s in r a w s e w a g e (G e r b a , 1 9 8 7 ) . R a o e t a l
( 19 7 2 ) h a v e r e p o r t e d th a t p o l i o v i r u s r e c o v e r y r a n g e d fi " o m 8 8 % t o 9 7 % w h e n 10 0 - m l
v o l u m e s o f s e e d e d r a w s e w a g e w e r e c l a ri fi e d by l o w - sp e e d c e n t ri fi ag a t i o n a n d t h e n t h e
v i r u s e s in t h e s u p e r n a t a n t w e r e a d s o r b e d t o a 4 7 - m m di a m e t e r , 0 4 5 u m p o r o s i t y
m e m b r a n e fi l t e r s . F o r l a r g e r v o l u m e s o f s e w a g e sa m p le s , H o mm a a n d c o - w o r k e r s (19 7 3)
r e p o r t e d a n a v e r a g e r e c o v e r y e fi c i e n c y o f 8 1% w h e n c l a ri f y i n g 6 0 l i t e r s o f p o l i o v i r u s
s e e d e d r a w s e w a g e b y fi r s t p a s s i n g i t t hr o u g h a s e ri e s o f i n e r t a n d T w e e n - 8 0 t r e a t e d fi l t e r s
a n d t he n fi l t e ri n g it t hr o u g h a fi be r g l a s s v i r u s - a d s o r bi n g fi h e r .
T a b l e 2 . 1 . M e t h o d s U s e d f o r C o n c e n t r a t i o n o f V i r u s e s f r o m E n v i r o n m e n t a l Wa t e r s
M e t h o d I n i t i a l v o l u m e A p p l i c a t i o n s R e m a r k s
F i l t e r a d s o r p t i o n -
E l u t i o n ( - )
F i l t e r a d s o r p t i o n -
E l u t i o n ( + )
T w o - p h a s e
s e p a r a t i o n
H y d r o e x t r a c t i o n
A d s o r p t i o n t o m e t a l
s a l t p r e c i p i t a t e
u l t r a f i l t r a t i o n
l a r g e A l l b u t v e r y
t u r b i d w a t e r s
l a r g e A l l b u t v e r y
t u r b i d w a t e r s
s m a l l s e w a g e
s m a l l s e w a g e
s m a l l t a p w a t e r , s e w a g e
n a t u r a l w a t e r
s m a l l - t a p w a t e r , s e w a g e
l a r g e s e a w a t e r
R e v e r s e O s m o s i s s m a l l
O r g a n i c F l o c c u l a t i o n s m a l l
T a l c u m p o w d e r l a r g e
I r o n o x i d e
P E G p r e c i p i t a t i o n
c l e a n w a t e r
e l u a t e s
,
s e w a g e
t a p w a t e r , s e w a g e
n a t u r a l w a t e r
s m a l l t a p w a t e r , s e w a g e
n a t u r a l w a t e r
s m a l l a l l
p H a d j u s t m e n t a n d s a l t c o n c e n t r a t i o n ;
b e e f e x t r a c t a s a m o s t c o m m o n e l u e n t
n o p r e c o n d i t i o n i n g o f w a t e r n e c e s s a r y
a t n e u t r a l o r a c i d i c p H l e v e l s
a r e c o n c e n t r a t i o n s t e p f o r m e m b r a n e
f i l t e r e l u a t e s ; t h e p r o c e s s i s s l o w
a r e c o n c e n t r a t i o n s t e p f o r m e m b r a n e
f i l t e r e l u a t e s ; t h e p r o c e s s i s s l o w
a l u m i n u m a n d f e r r i c h y d r o x i d e o f t e n
u s e d ; a s a r e c o n c e n t r a t i o n s t e p
w a t e r m a y h a v e t o b e p r e c l a r i f i e d ;
s l o w m e m b r a n e s c l o g e a s i l y ; c o n c e n t r a t e s
i m p u r i t i e s ; t o x i c c o m p o u n d s m a y b e
c o n c e n t r a t e d
( s i m i l a r t o u l t r a f i l t r a t i o n )
r e c o n c e n t r a t e v i r u s e s f r o m e l u a t e s
s a n d w i c h l a y e r s c a n a c c o m o d a t e
l a r g e r s a m p l e v o l u m e s
b e e f e x t r a c t o r i s o e l e c t r i c c a s e i n
a s b e s t e l u a t e s
c o n c e n t r a t i o n o f P E G a n d s a l t m u s t b e
o p t i m i z e d ; r e q u i r e s s a m p l e i n c u b a t i o n
i n t h e c o l d ; a p p l i c a b l e t o m a n y d i f f e r e n t
v i r u s e s a n d s a m p l e s
* l a r g e v o l u m e s i n d i c a t e s e v e r a l h u n d r e d l i t e r s ; s m a l l v o l u m e s i n d i c a t e l e s s t h a n 1 0 l i t e r s
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T o r e du c e t h e n e e d f o r p r e c o n d it i o n i n g t h e w a t e r , p o s it i v e l y c h a r g e d m i c r o p o r o u s
fi lt e r s
,
c o m p o s e d o f c e l lu l o s e - d i at o m a c e o u s e a r t h c h a r g e d m o d i fi e d r e s i n m ix t u r e s , w e r e
d e v e l o p e d t o r e c o v e r v i r u s e s fi
"
o m w a t e r ( So b s e y a n d J o n e s , 1 9 7 9 ) U s i n g a s m a l l v o lu m e
o f 4 % b e e f e x t r a c t i n 0 . 5 M N a C l s o l u t i o n (p H 9 . 0) t o e l u t e a d s o r b e d v i r u s e s , G o y a l e t a l .
r e c o v e r e d c o l i p h a g e s o c c u r r in g n a t u r a l ly i n r a w s e w a g e w i t h a v e r a g e e fi c i e n c i e s o f 5 6 5%
(G o y a l , Z e r d a , a n d G e r b a , 19 80 ) .
V a r i o u s c o m p o u n d s t h a t h a v e b e e n u s e d f o r e lu t i o n o f a d s o r b e d v i r u s e s i n c l u d e
g l y c i n e , b a s i c a m i n o a c i d s , c a s e i n , f e t a l c a l f s e r u m , Tw e e n - 8 0 , t r y p t o s e p h o s p h a t e b r o t h ,
n u t r i e n t b r o t h
,
b o v i n e s e r u m a l b u m i n
,
c h a o t r o p i c a g e n t s , b e e f e x t r a c t , a n d u r e a T h e
m a j o r i t y o f t h e s e o r g a n i c s e lu t e a d s o r b e d v i r u s e s a t a p H a b o v e 9 . 0 O n e o f t h e m o s t
c o m m o n l y u s e d e l u e n t s h a s b e e n a s o l u t i o n o f 3 % b e e f e x t r a c t a dj u s t e d t o pH 9 . 0 t o 10 . 5
(G e r b a , 1 9 87 ) .
T o o bt a i n a m a n a g e a b l e v o l u m e f o r s u b s e q u e n t a s s a y s , a r e c o n c e n t r a t i o n s t e p a ft e r
v i r u s e s w e r e e l u t e d fi - o m fi l t e r m e mb r a n e s w a s n e c e s s a r y T e c h n i qu e s t h a t h a v e b e e n u s e d
f o r r e c o n c e n t r a t io n i n c l u d e t w o - p h a s e s e p a r a t i o n , h y dr o e x t r a c t i o n , p r e c ip i t a t i o n w i t h
i n o r g a n i c s a U s , c o n t i n u o u s - fl o w u lt r a c e n t r i fi j g a t i o n , e l e c t r o o s m o s i s a n d f o r c e d - fl o w
e le c t r o p h o r e s i s , a n d b i o fl o c c u l a t i o n (a c i d p r e c i p i t a t i o n ; o r g a n i c fl o c c u l a t i o n ) (G e r ba ,
1 9 8 7 ) . W h e n g l y c i n e w a s u s e d a s a n e l u e n t , r e c o n c e n t r a t i o n c o u l d b e a c c o mp l i sh e d b y
u s i n g a n o t h e r s e t o f sm a l l e r di a m e t e r fi lt e r s (W a l l i s a n d M e l n i c k , 19 6 7b ) F o r p r o t e i n
e l u e n t s s u c h a s b e e f ex t r a c t
,
t h e o r g a n i c fl o c c u la t i o n m e t h o d w a s dev e l o p e d du e t o t h e
p r o b l e m t h a t p r o t e i n s i n t he b e e f e x t r a c t i n t e r f e r e w i t h s u b s e q u e n t v i r u s a d s o r p t i o n t o
fi l t e r s (G o y a l , Sa g a r , a n d G e r b a , 19 8 2)
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T w o - p h a s e s e p a r a t i o n h a s b e e n u s e d t o c o n c e n t r a t e v i r u s e s fr o m w a s t e w a t e r ,
t a p w a t e r , a n d e l u a t e s fr o m m em br a n e fi l t e r s V i r u s e s a n d m a c r o m o l e c u i e s c a n b e
p a r t it i o n e d b e t w e e n t w o im m i s c i b l e a q u e o u s p h a s e s B y s e l e c t i n g a p p r o p r i a t e p o l y m e r s ,
c o n t r o l l i n g i o n i c c o m p o s i t i o n , i o n i c s t r e n g t h , a n d pH , a n d u s i n g a s m a l l v o l u m e o f t h e
v i r u s - c o n t a i n i n g p h a s e c o m p a r e d t o t h e o r i g i n a l s a mp l e v o lu m e , a c o n s i d e r a b l e d e g r e e o f
c o n c e n t r a t i o n c a n b e a c hi e v e d D e x t r a n - p o ly e t hy l e n e g l y c o l o r d e x t r a n s u l f a t e -
p o l y e t h y l e n e g ly c o l h a v e b e e n r e p o r t e d a s u s e f u l p o ly m e r s . I n Shu v a l
'
s s t u dy ( 19 6 9 ),
c o n c e n t r a t i o n fa c t o r s o f 2 50 t o 5 0 0 w e r e o b t a in e d w h e n v i r u s e s i n 2 t o 7 l i t e r s o f r aw
s e w a g e o r t a p w a t e r w e r e c o n c e n t r a t e d b y a t w o - st e p p h a s e s e p a r a t i o n p r o c e d u r e .
H y d r o e x t r a c t i o n i s a s im p l e bu t t im e - c o n s u m i n g m et h o d f o r c o n c e n t r a t i n g v i r u s e s
B y p l a c i n g a s a m p l e o f v i r u s in a s e m i p e r m e a b l e m e m b r a n e ( s u c h a s d i a l y s i s t u b i n g ) a n d
e x p o s i n g i t t o a m a c r o m o l e c u l a r hy d r o s c o p i c m a t e r i a l ( s u c h a s p o l y e t hy l e n e g ly c o l ),
v i r u s e s a n d m a c r o m o l e c u i e s a r e c o n c e n t r a t e d i n t h e t u b in g a n d w a t e r a n d s m a l l s o l u t e s
t r a n s f e r a c r o s s t h e m e m b r a n e t o t h e hy d r o s c o p i c m a t e r i a l T hi s m e t h o d h a s b e e n u s e d t o
c o n c e n t r a t e v i r u s e s d i r e c t l y fr o m w a t e r s a m p l e s (W e l l i n g s , L e w i s , a n d M o u n t a i n , 1 97 6)
a n d t o r e c o n c e n t r a t e v ir u s e s fr o m fi l t e r e l u a t e s (F a r r a h et a l . 19 7 7 ) H y d r o e x t r a c t i o n i s
l im i t e d i n t h a t i t i s o n l y u s e fu l f o r s a m p l e v o lu m e s o f 1 l i t e r o r l e s s , m a t e r i a l s t o x i c t o c e l l
c u l t u r e s o r v i r u s e s m a y b e c o n c e n t r a t e d a l o n g w i t h t h e v i r u s , a n d e x t r a c t i o n t o n e a r
d r y n e s s r e d u c e s t he e f fi c i e n c y o f v i r u s r e c o v e r y (G o y a l, S a g a r , a n d G e r b a , 19 82 ) .
S o m e i n s o lu bl e i n o r g a n i c s a l t s s u c h a s a l u m i n u m h y d r o x i d e a n d f e r r i c h y d r o x i d e w e r e
o b s e r v e d t o a d s o r b v i r u s e s fr o m w at e r W a l li s a n d M e ln i c k ( 19 6 7 b) s u c c e s s f u l l y
c o n c e n t r a t e d v i r u s e s fr o m 3 . 8 L v o lu m e s o f s e w a g e by a d di n g 1 g o f p r e f o r m e d a l u m i n u m
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hy d r o x i d e t o t h e s e w a g e , c o l l e c t i n g t h e fl o e b y fi l t r a t i o n t hr o u g h a M i l l ip o r e A P - 2 0
p r e fi l t e r , a n d r e s u s p e n d i n g i n 1 0 % f e t a l b o v i n e s e r u m . I n s it u f o r m e d a l u m i n u m hy d r o x i d e
fl o e s c a n a l s o b e u s e d a s a r e c o n c e n t r a t i o n s t e p a ft e r v ir u s e s h a v e b e e n a d s o r b e d t o a n d
e l u t e d fr o m a m i c r o p o r o u s m e m b r a n e H o w e v e r , f o r c o n c e n t r a t i n g l a r g e n u mb e r s o f
p o l i o v i r u s s e e d e d t o w a s t e w at e r , L a n d r y et al . ( 1 9 7 8) r e p o r t e d t h a t e l u t i o n o f m e m b r a n e
fi l t e r s w it h b e e f e x t r a c t a n d c o n c e n t r a t i o n by o r g a n i c fl o c c u l a t i o n w a s a m o r e e fi c i e n t
p r o c e d u r e t h a n w a s e l u t i o n o f t h e fi lt e r s w i t h 0 0 5 M g l y c i n e a n d c o n c e n t r a t i o n b y
i n o r g a n i c fl o c c u l a t i o n
U lt r a fi l t r a t i o n r e f e r s t o t h e p a s s a g e o f s o l u t i o n s t hr o u g h m e m b r a n e s , u s u a l l y o f
c e l l u l o s i c m a t e r i a l , w it h p o r e s i z e s t h a t p e r m i t t h e p a s s a g e o f w a t e r a n d l o w m o l e c u l a r
w e i g h t m a t e ri a l s , bu t e x c lu d e v i r u s e s a n d m a c r o m o l e c u l e s . T h e v i r u s a n d m a c r o m o l e c u l e s
a r e c o n c e n t r a t e d o n t h e m e mb r a n e o r i n t h e Uq u id po r t i o n t h a t d o e s n o t p a s s t h r o u g h t h e
m e m b r a n e . R e c e n t l y , u lt r a fi lt e r s t h a t u s e t a n g e n t i a l fl o w a c r o s s t h e m e m br a n e r a t h e r t h a n
fl o w t h r o u g h t h e m e m b r a n e w e r e de v e l o p e d t o s o l v e c l o g g i n g p r o b le m s . U l t r a fi lt e r s a r e
m o r e u s e fi i l f o r fi i r t h e r c o n c e n t r a t i n g v i r u s e s r e c o v e r e d fr o m w at e r by o th e r p r o c e d u r e s
t h a n d i r e c t l y i s o l a t i n g v i r u s e s fr o m w a t e r s , b e c a u s e lim i t e d v o l u m e s o f s a m p l e c a n b e
p a s s e d di r e c t ly t hr o u g h u lt r a fi l t e r s b e f o r e c lo g g i n g b e c o m e s a p r o b l e m A lt h o u g h l a r g e
u l t r a fi l t r a t i o n s y s t e m s h av e b e e n u s e d t o c o n c e n t r at e v i r u s e s fr o m l a r g e v o l u m e s o f w a t e r ,
t he fi l t e r s a n d n e e d e d h a r d w a r e a r e v e r y ex p e n s i v e a n d t he p r o c e s s i s r e l a t iv e l y s l o w
R e v e r s e o s m o s i s c o n c e n t r a t e s v i r u s e s b y th e a b i l i t y o f a n R O m e m b r a n e , w h i c h h a s a
fi n e r p o r o s i t y t h a n c o n v e n t io n a l u l t r a fi lt e r s , t o r e t a i n s o l u t e s t h a t a r e w i t h i n o n e o r d e r o f
m a g n i t u d e o f t h e s i z e o f t h e s o l v e n t m o l e c u l e s O n l y v i r u s e s i n d i s t i l l e d w a t e r w e r e
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r e p o r t e d t o b e r e cx j v e r e d e f fi c ie n t ly (Sw e e t , E Ue n d e r , a n d L e o n g , 1 9 7 4 ) .
O r g a n i c fl o c c u l a t i o n w it h b e e f e x t r a c t w a s u s e f u l i n r e c o v e r i n g v i r u s f r o m
e n v i r o n m e n t a l w a t e r s a s a r e c o n c e n t r a t i o n s t e p . E l u t i o n o f m e m b r a n e fi l t e r s w it h 3 % b e e f
e x t r a c t n e e d s t o b e a dj u s t e d t o p H 3 5 f o r b e e f e x t r a c t - o r g a n i c fl o c c u l a t i o n . T h e fl o e s a r e
r e c o v e r e d b y c e n t r ifi ag a t i o n a n d t h e s e d im e n t i s r e su s p e n d e d i n 0 15 M N a 2 H P 0 4 a t p H
9 0 (G o y a l , Sa g a r , a n d G e r b a , 1 9 8 2 ). U s i n g a s im i l a r p r i n c i p l e , B i t t o n e t a l . ( 1 9 7 9 ) a l s o
p r o p o s e d u s i n g 1% i s o e l e c t r i c c a s e in o r 1% n o n f a t dr y m i l k t o e l u t e v i r u s fi
^
o m m e m b r a n e
fi l t e r s u r f a c e s . T h e e l u a t e s m a y b e f u r t he r c o n c e n t r at e d v i a o r g a n i c fl o c c u l a t i o n b y
r e d u c i n g p H t o 4 . 5 - 4 6 E n t e r i c v ir u s e s w i l l n o t d e g r a d e i n o r g a n i c fl o c c u l a t i o n
r e s u s p e n d e d c o n c e n t r a t e s bu t t h e r e i s a n e e d t o fu r t h e r d e c o n t a m i n a t e t h e c o n c e n t r a t e s f o r
s u b s e q u e n t v i r u s a s s a y s
T a l c
,
a h y d r a t e d m a g n e s iu m s i l ic a t e , h a s b e e n p r o p o s e d a s a n i n e x p e n s i v e a d s o r b e n t
f o r v i r u s r e c o v e r y fi
-
o m p o l lu t e d w a t e r s . T o a v o i d c l o g g i n g , t a l c m u s t b e u s e d i n
c o mb i n a t i o n w i t h C e l i t e
,
a d i a t o m a c e o u s e a r t h (G o y a l , Sa g a r , a n d G e r b a , 19 8 2 ) A fl :e r
a d d i n g s a l t s a n d a dj u s t i n g pH t o 6 0 , w a t e r s a m pl e s a r e p a s s t hr o u g h a t a lc - C e l i t e l a y e r
a n d v i r u s e s a r e e l u t e d w i t h 10 % fe t a l c a lf s e r u m (pH 9 0) o r 3 % b e e f e x t r a c t (p H 9 . 0 ) .
Sa t t a r a n d We s tw o o d ( 19 7 6 ) h a v e r e c o v e r e d p o l i o v i r u s t y p e 1 f r o m 5 l it e r s o f r a w s e w a g e
w i t h a n e f fi c i e n c y o f 5 0 % a n d a c o n c e n t r a t i o n fa c t o r o f 10 0 - fo l d .
T h e c l a y m i n e r a l , b e n t o n i t e , h a s b e e n u s e d f o r c o n c e n t r a t i n g v ir u s e s fi
-
o m sm a l l
v o l u m e s ( 0 5 t o 2 L ) o f w a s t ew a t e r T he m e th o d c o n s i s t s o f a d s o r b i n g v i r u s e s t o b e n t o n i t e
c l a y i n t h e p r e s e n c e o f 0 0 1 M C a C lj o r a dj u s tm e n t o f t h e p H t o 4 . 0 , a n d a l l o w i n g a
s u f f i c i e n t t im e fo r v i r u s a d s o r p t i o n t o t h e c l a y T h e v i r u s - c l a y c o m p l e x i s t h e n r e m o v e d b y
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c e n t ri f u g a t i o n a n d e lu t e d w i t h t r y p t o s e p ho s p h a t e b r o t h . V i r u s r e c o v e r y e fi c i e n c i e s o f
6 5 % t o 94 % h a v e b e e n r e p o r t e d (Sim m o n d s , 19 82 )
M a g n e t i c a n d n o r u n a g n e t i c m i n e r a l i r o n o x i d e s h a v e a l s o b e e n u s e d a s a d s o r b e n t s in
v i r u s c o n c e n t r a t i o n fr o m w a t e r . B it t o n a c h i e v e d a 90 % r e c o v e r y o f p o l i o v i r u s 1 fr o m 2 t o
4 L o f a c t i v a t e d s l u d g e e fl u e n t s w i t h a m a g n e t i t e o r g a n i c f l o c c u l a t i o n m e t h o d (F a r r a h a n d
B i t t o n
,
19 83 ) I t h a s b e e n g e n e r a l ly f o u n d t h a t b e e f e x t r a c t o r i s o e l e c t r i c c a s e i n a t p H 8 o r
9 i s b e s t f o r e l u t i n g v i r u s e s fr o m i r o n o x i d e s
T h e r e a r e m o r e v i r u s c o n c e n t r a t i o n m e t ho d s t h a t h a v e b e e n s t u d i e d , s u c h a s i n s o l u b l e
p o ly e l e c t r o l y t e (PE 6 0 ) a d s o r p t i o n , p r o t a m i n e s u l f a t e a n d a lb u m i n p r e c i p it a t i o n (E n g l a n d ,
1 9 7 2) , a n d g l a s s b e a d s o r p o w d e r a d s o r p t i o n (Sa r r e t t e , D a n g l o t , a n d V i l a g i n e s , 1 9 7 8) .
So m e o f t h e s e m e t h o d s h a v e n o t be e n u s e d i n r e c e n t y e a r s d u e t o t h e v a r ia b i l i t y in
e fi c i e n c y o f r e c o v e r i n g d i f fe r e n t e n t e r i c v i r u s e s , t h e u n s t a b l e c h e m i c a l p r o p e r t i e s o f
n e c e s s a r y r e a g e n t s , o r t h e p a u c i t y o f a v a i l a b l e d a t a o n v i r u s r e c o v e r y e fi c i e n c i e s .
M o s t m e th o d s t h a t h a v e b e e n d ev e l o p e d t o c o n c e n t r a t e a n d p u r i fy e n v i r o n m e n t a l
w a t e r s f o r e n t e r i c v i r u s e s d e t e c t i o n w e r e de s i g n e d f o r a n im a l c e l l c u lt u r e a s s a y s O n l y f e w
o f t h e m e t h o d s d e s c r ib e d a b o v e a r e a p p r o p r i a t e f o r m o l e c u l a r d e t e c t i o n o f e n t e r i c v i r u s e s
in r a w s ew a g e T h i s i s b e c a u s e a l o t o f t he r e a g e n t s u s e d a r e i n h i b i t o r y t o m o l e c u l a r
d e t e c t i o n m e t h o d s (e g . b e e f e x t r a c t c o n t a i n i n g a h i g h c o n c e n t r a t i o n o f p r o t e i n s a n d s a l t s ,
a lu m i n u m a n d i r o n ) , t h e n e e d e d e q u ip m e n t i s n o t r e a d i l y a v a i l a b l e o r t o o e x p e n s i v e t o u s e ,
o r t h e p r o c e d u r e s a r e t o o t i m e - c o n s u m i n g o r l a b o r i o u s . I n h i b i t i o n o f P C R b y hu m i c a c i d s ,
p a r t i c u l a t e s , s a lt s , p r o t e i n s , l i p i d s , c a r b o hy d r a t e s , n o n - t a r g e t n u c l e i c a c i d s , n a t u r a l o r g a n i c
m a t t e r
,
a n d o t h e r a g e n t s e x p e c t e d t o b e i n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s h a s b e e n r e p o rt e d
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p r e v i o u s l y (T s a i a n d O l s o n , 1 9 92 ) T h e p r o c e s s in g o f w a t e r o r s o i l e x t r a c t s f o r t a r g e t
m i c r o b e s w i t h r e v e r s e t r a n s c r i pt a s e o r r e s t r i c t i o n e n z y m e s w a s r e p o r t e d t o b e p o s s i b l e
o n l y a ft e r e x t e n s i v e p u r ifi c a t i o n o f t h e n u c l e i c a c i d s ( St e fl Fa n a n d A t l a s , 1 9 9 1 ) . A p r e f e r r e d
s a m p l e c l e a n - u p a n d c o n c e n t r a t i o n s t r a t e g y f o r v ir a l n u c l e i c a c i d d e t e c t i o n i n r a w s e w a g e
i s t o r e d u c e t h e s a m p l e v o l u m e , r e m o v e i n t e r f e r e n c e s a n d i n h i b it o r s , a n d k e e p v i r i o n s
i n t a c t i n a n a q u e o u s m e d iu m c o m p a t i b l e w it h t h e s e l e c t e d m o l e c u l a r d e t e c t i o n m e t h o d .
P o l y e t hy l e n e g l y c o l (P E G ) p r e c ip i t a t i o n , o r g a n i c s o lv e n t e x t r a c t i o n , Se p h a d e x G - 2 0 0
g e l c hr o m a t o g r a p hy a n d c e n t r i f u g a l u lt r a fi lt r a t i o n h a v e b e e n r e p o r t e d u s e fu l f o r b o th
p u r i fi c a t i o n a n d c o n c e n t r a t i o n p u r p o s e s fo r v i r a l n u c l e i c a c i d d e t e c t i o n m e t h o d s (D e L e o n ,
1 9 8 9
,
D e L e o n a n d G e r b a
,
1 9 9 0
,
S hu v a l e t a l . 1 9 6 9 )
T h e w a y i n w h i c h P E G c o n c e n t r a t e s p r o t e i n s f r o m a q u e o u s s o l u t i o n s i s n o t w e l l
d e fi n e d , b u t t h e r e a r e tw o h y p o t he s e s A t h a a n d I n g h a m ( 19 8 1) p r o p o s e t h a t t h e p o l y m e r
s t e r i c a l l y e x c l u d e s p r o t e i n s f r o m t h e a q u e o u s s o lu t i o n u n t i l p r e c i p it a t i o n o c c u r s (A t h a ,
D o n a l d
,
a n d I n g h a m , 1 9 8 1) . T h i s r e a c t i o n t e n d s t o b e v e r y s im i l a r t o s a l t i n g o u t T h e
o t h e r p r o p o s e d m e t h o d i s t h a t s u r f a c e c ha r g e s o n t h e p r o t e i n e x c l u d e i t f r o m t h e a q u e o u s
p h a s e i n w h i c h t h e P E G i s in s o l u t i o n (L e e a n d L e e , 1 9 8 1) . P E G i s v a lu a b l e f o r
c o n c e n t r a t i n g v i r u s e s f r o m e n v i r o n m e n t a l s a mp l e s I t i s a w a t e r - s o l u b l e , s y n t h e t i c p o l y m e r
t h a t r e a d il y g o e s i n t o s o lu t i o n , e v e n a t h ig h e r c o n c e n t r a t i o n s I t i s a l s o i n e r t a n d n o n t o x i c
t o a n y v i r u s p a r t i c l e s t ha t m a y b e p r e s e n t T hi s i s v e r y v a l u a b l e f o r c o n c e n t r a t i n g s m a l l
a m o u n t s o f v i r u s t h a t m a y b e pr e s e n t i n e n v i r o n m e n t a l s a mp l e s b e c a u s e i t w i l l n o t i n t e r f e r e
w it h t h e i n f e c t iv i t y o f t h e v i r u s a n d o n l y a t r a c e a m o u n t o f P E G i s l e ft i n t h e p e l l e t . Th e
t r a c e a m o u n t o f P E G t h a t i s l e ft c a n b e r e a d il y s e p a r a t e d b y u l t r a fi lt r a t i o n o r b y C s C l
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p u r i fi c a t i o n A n o t he r a d v a n t a g e t ha t i s g a in e d f r o m t hi s t y p e o f r e c o v e r y t e c hn i q u e i s t h a t
e x t e n s i v e pH m a n i pu l a t i o n i s n o t r e qu ir e d (Y a m a m o t o e t a L , 1 9 7 0 ) . A l s o , t hi s
p r e c i p i t a t i o n m e t h o d d o e s n o t r e qu i r e p r i o r t r e a t m e n t o f t h e s a m p l e b y o t h e r r e a g e n t s o r
p r o c e d u r e s in o r d e r t o a c hi e v e e fi c i e n t r e c o v e r i e s I n a s e r i e s o f e x p e r im e n t s b y L e w i s a n d
M e t c a l f ( 1 9 8 8) , t h i s m e t h o d p r o v e d t o b e m o r e e f f e c t i v e t h a n o r g a n i c fl o c c u l a t i o n
t e c hn i q u e s f o r r e c o v e r y o f s ev e r a l im p o r t a n t e n t e r i c v ir u s e s . T h e fl e x i b i l i t y o f t hi s
p r o c e d u r e a l l o w s f o r o n l y m i n im a l l a b o r a t o r y e qu ip m e n t a n d a s t a f f w it h m i n im a l t r a i n i n g
i n o r d e r t o a c hi e v e e f fi c i e n t r e c o v e r i e s
P o ly e t h y l e n e g ly c o l p r e c i p i t a t i o n o f v i r u s e s i s s o m e t im e s im p r o v e d i n t h e p r e s e n c e o f
s o d i u m c hl o r i d e (N a C l ) . N a C l t e n d s t o ha v e a s li g h t s a l t i n g o u t e f fe c t t h a t h e l p s r e m o v e
t h e p r o t e i n fi
^
o m s o l u t i o n (R i c k w o o d a n d H a m e s , 1 9 89 ) . A b u f fe r w i t h a s a l t t h a t w o u l d
i n c r e a s e t h e s a l t i n g i n e f f e c t w o u l d i n c r e a s e t h e p r o t e i n i n s o l u t i o n . Wh e n t h e v i r u s
p a r t i c l e s in t h e s o l u t i o n a r e l e s s a g g r e g a t e d , i t w i l l b e e a s i e r t o d e t e c t t h e m a n d t h u s w o u l d
a l l o w f o r m o r e e fi c i e n t r e c o v e r i e s . H o w e v e r , t h e s a l t c o n c e n t r a t i o n f o r p r e c i p i t a t i n g o r
e l u t i n g v i r u s e s i n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s m u s t b e o pt im i z e d , be c a u s e t o o m u c h s a l t in g i n
o r s a lt i n g o u t e f f e c t s m a y b r i n g t h e r i s k o f d e n a t u r i n g th e v i r u s , a n d m a k i n g i t i n a c t i v e .
A r e c e n t s t u dy h a s r e p o r t e d a m e m b r a n e - fi Ue r - b a s e d u r e a - a r g i n i n e p h o sp h a t e b u f e r
m e t h o d f o r c o n c e n t r a t i n g a n d p u r i fy i n g w a t e r bo m e v i r u s e s f r o m l a r g e v o l u m e s o f d r i n k i n g
w a t e r t o m i c r o l i t e r v o lu m e s f o r d e t e c t i o n b y t h e P CR t e c hn i qu e (Jo t h i k u m a r e t a l . 1 9 92 ) .
I mm u n o a fi n i t y c a pt u r e a n d p u r i fi c a t i o n o f v i r u s e s a s a n t i g e n s i s a n o t h e r c l e a n - u p a n d
c o n c e n t r a t i o n o p t i o n t ha t h a s b e e n s u c c e s s fi j Uy a p p l i e d t o s o m e v ir u s e s , s u c h a s h e p a t it i s
A v i r u s in c l i n i c a l s p e c im e n s (J a n s e n , Si e g l , a n d L e m o n , 1 9 9 0) , H A V a n d p o l i o v i r u s e s i n
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m o c k fi l t e r e l u a t e s o f b e e f e x t r a c t ( Sc h w ab , D e L e o n , a n d So b s e y , 1 9 9 3b ) , H A V i n r a w
s e w a g e s l u d g e (G r a fi F, T i c e h u r s t , a n d F l e h m i g , 1 9 9 3 ), a n d H A V i n l i q u i d w a s t e s a n d
s h e l l fi s h (D e n g e t a l . 1 9 94 ) H o w e v e r , i t i s n o t r e a di l y a p p l i c a b l e t o s o m e v i r u s e s d u e t o
t h e l a c k o f r e a g e n t g r a d e a n t i s e r a (e g , N o r w a l k v ir u s ) o r t h e d i v e r s it y o f a l a r g e v i r u s
g r o u p l a c k i n g a c o m m o n a n t ig e n a n d he n c e , r e q u i r i n g m a n y a n t i s e r a (e g , e n t e r o v i r u s e s )
O n l y l im i t e d i n f o r m a t io n i s n o w a v a i l a b l e a b o u t t he u s e o f m o l e c u l a r d e t e c t i o n
m e t h o d s f o r d e t e c t i n g e n t e r i c v i r u s e s i n r a w s e w a g e , b e c a u s e t h e l o w l e v e l s o f v i r u s e s
t yp i c a l l y p r e s e n t i n s e w a g e a n d t h e q u a l i t y o f r a w s e w a g e m a k e s it d i fi c u lt t o a p p l y
m o l e c u l a r d e t e c t i o n m e t h o d s . F u r t h e r d e v e l o p m e n t a n d e v a l u a t i o n o f s im p l e a n d r e li a b l e
c o n c e n t r a t i o n a n d p u r i fi c a t i o n m e t h o d s f o r d e t e c t i n g e n t e r i c v ir u s e s i n r a w s e w a g e by
m o l e c u l a r d e t e c t i o n m e t h o d s i s n e e d e d Su c h m e t h o d s d e v e l o p m e n t a n d e v a l u a t i o n i s t h e
s u b je c t o f t h i s s t u d y
I I I . T H E O B J E C T I V E O F T H I S S T U D Y
T h e p u r p o s e o f t h i s s t u dy i s t o d e v e l o p r a p i d a n d s e n s i t i v e m e t h o d s t o d e t e c t e n t e r i c
v i r u s e s i n s ew a g e s a m p l e s b y r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n - p o l y m e r a s e c h a in r e a c t i o n c o m b i n e d
v ^ t h o l i g o n u c l e o p r o b e hy b ri d i z a t i o n (R T - P CR - O P) . T h r e e v i r u s e s (p o l i o v i r u s t yp e 1,
H e p a t i t i s A v i r u s s t r a i n H M 17 5 , a n d N o r w a lk v i r u s s t r a i n SF I I a ) w e r e s t u d i e d f o r
r e c o v e r y fr o m a 2 5 0 m l s e w a g e s a m p l e a s a m o d e l s y s t e m . F o r R T - P C R - O P c o m p a t ib i l i t y ,
w e t ri e d t o c o n c e n t r a t e a n d p u ri fy t he s e w a g e s a m p l e s b y a s im p l e m e t h o d c o n s i s t i n g o f
p o l y e t hy l e n e g ly c o l (PE G ) a n d N a C l p r e c ip i t a t i o n , o r g a n i c s o lv e n t e x t r a c t i o n (F r e o n o r
c h l o r o f o r m ), a n d c e n t ri f u g a l u l t r a fi l t r a t io n . Sa m p l e s fr o m e a c h st a g e o f t h e p r o c e s s w e r e
c o l l e c t e d a n d a s s a y e d b y i n f e c t iv i t y a n d R T - P C R - O P f o r r e c o v e r y e fi c i e n c y a n d v i r u s
d e t e c t i o n T h e m e t h o d w a s fi e l d t e s t e d f o r e n t e r o v i r u s r e c o v e r y fr o m s e w a g e .
I V . M A T E R I A L S A N D M E T H O D S
3 1 V i r u s e s
P o l i o v i m s t y p e 1 ( st r a in L Sc ) a n d H A V (s t r a i n H M 17 5) w e r e p r o p a g a t e d in B GM K
(A fr i c a n g r e e n m o n k e y k i d n e y - d e r i v e d ) a n d F R hK - 4 (f e t a l r h e s u s m o n k e y k i d n e y - d e r i v e d )
c e l l s , r e sp e c t iv e l y V i r u s e s i n i n f e c t e d c e l l l y s a t e s w e r e p u r i fi e d a ft e r o n e r a p i d fr e e z e
-
t h a w f o l l o w e d b y e x t r a c t i o n w i t h e qu a l v o l u m e o f fl u o r o c a r b o n (t r i c h l o r o t r ifl u o r o e t h a n e ;
F r e o n ) a n d c e n t r if u g a t i o n a t 1, 5 0 0 g fo r 2 0 m i n a t 4
° C . F u r t he r c o n c e n t r at i o n w a s d o n e
b y a dj u s t i n g t o 0 3 M N a C l a n d p r e c i p i t a t i n g w it h 12% p o l y e th y l e n e g l y c o l (P E G ) f o r 2
h o u r s a t r e fi i g e r a t i o n t e m p e r a t u r e s . T h e p e l l e t w a s c o ll e c t e d by c e n t r i fi i g a t i o n a t 6 , 2 0 0 g
f o r 3 0 m i n a t 4 ° C a n d r e s u s p e n d e d i n 1/ 1 0 t he o r i g in a l v o l u m e u s i n g p h o s p h a t e - bu f f e r e d
s a l i n e (P B S) a s t h e r e s u s p e n s i o n bu f fe r .
N o r w a l k v i r u s (s t r a i n 8F I I a ) w a s a v a il a b l e a s a c u t e p h a s e s t o o l s o f h u m a n v o l u n t e e r s
e x p e r im e n t a l ly i n f e c t e d w i t h t he 8F I I a N o r w a l k i n o c u l u m T h e v i r u s s t o c k f o r e x p e r im e n t s
w a s fr o m 10 % s t o o l su sp e n s i o n s i n b u f fe r e d s a l in e t h a t h a d b e e n fi a r t h e r p u r i fi e d b y
s e v e r a l fl u o r o c a r b o n e x t r a c t i o n s .
3 2 I n f e c t i v i t y a s s a y
P V - 1 a n d H A V w e r e p l a q u e - a s s a y e d i n B GMK c e ll s a n d FR hK - 4 c e l l s , r e s p e c t iv e l y
(C r o m e a n s , So b s e y , a n d F i e l d s , 1 9 8 7 ; So b s e y , C a r r i c k , a n d J e n s e n , 19 7 8) . F o r s a m p l e s
w i t h a l o w v i r a l c o n c e n t r a t i o n
,
t h e v ir a l t i t e r w a s e s t im a t e d by M PN m e t h o d u s i n g a
qu a n t a l a s s a y w i t h 10 w e l l s p e r s a mp l e i n 2 4 - w e l l p l a t e s I n o r d e r t o r e m o v e b a c t e r i a .
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fu n g i , a n d o t h e r i n t e r f e ri n g m a t e ri a l s i n s e w a g e s a m p l e s , e a c h s a m p l e w a s fi l t e r e d w i t h a
0
.
2 u m p o r e s i z e , 2 5 m m d i a m e t e r fi l t e r ( St e ri l e A c r o d i s c ; G e lm a n Sc i e n c e , A n n A r b o r ,
M I ) a n d t h e fi l t e r w a s t h e n w a s h e d w it h 1 m l I X M E M w it h s e r u m B o t h th e
s a m p l e fi l t r a t e a n d t h e w a s h s o l u t i o n fi lt r a t e w e r e c o mb i n e d a n d 2 - 3 m l v o l u m e s w e r e
a d d e d t o 10 w e l l s o f n e a r l y c o n fl u e n t c e l l s i n a 2 4
- w e l l p l a t e t h a t h a d b e e n a s p i r a t e d o f
g r o w t h m e d i u m A f te r 4 5
- 6 0 m i n u t e s o f i n c u b a t i o n a t 3 6 . 5
° C fo r v i r u s a d s o r p t i o n , t h e
w e l l s w e r e s u p p l e m e n t e d w it h m a i n t e n a n c e m e di u m a n d t h e p l a t e s w e r e r e i n c u b a t e d a t
3 6 . 5 ° C a n d 5 % C O j A ft e r 1 0 t o 1 4 d a y s o f i n c u b a t i o n , t h e p l a t e s w e r e o b s e r v e d by l i g h t
m i c r o s c o p y . T h e n u m b e r s o f w e ll s w i t h a n d w i t h o u t c y t o p a t hi c e f f e c t w e r e r e c o r d e d , a n d
t h e v i r a l t it e r w a s e s t im a t e d a s a M PN by T h o m a s
' f o r m u l a ( St a n d a r d M e t h o d s , 19 8 9 )
3 . 3 P CR PR IM E R S A N D O L I G O N U CL E O T I D E PR O B E S
3 . 3 1 E n t e r o v i r u s
P ri m e r s s e l e c t e d f r o m c o n s e r v e d r e g i o n s i n h u m a n e n t e r o v i r u s e s b u t n o t f o u n d i n
o t h e r v i r u s e s , s u c h a s t h e r hi n o v ir u s e s o r a n im a l e n t e r o v i r u s e s , a r e a p p r o p ri a t e f o r
d e t e c t i n g h u m a n e n t e r o v i r u s e s i n e n v i r o n m e n t a l s a mp l e s (D e L e o n e t a l . 19 9 0 ), a n d t h u s
w e r e u s e d in t h e s t u dy T h e hi g h ly c o n s e r v e d 5
'
t e r m i n a l n o n - t r a n s l a t e d r e g i o n o f t h e
e n t e r o v i r u s e s w a s u s e d a s t h e t a r g e t f o r t h e s y n t h e s i s o f a 1 9 6 b a s e p a i r p a n - e n t e r o v i r u s
c D N A . T h e d o w n s t r e a m e n t e r o v i r u s p ri m e r (5 '- A C C GG A T GG C C A A T C C A A - 3 ' ) ,
w hi c h w a s s y n t h e s i z e d a s s i n g le s t r a n d e d D N A u s i n g a n a u t o m a t e d s y n t h e s i z e r , i s
c o m p l e m e n t a r y t o t h e s e qu en c e s c o m pri s i n g n u c l e o t i d e s 6 2 7 - 6 4 4 i n t h e c o x s a c k i e B 3
v i r u s g e n o m i c s e q u e n c e T h e u p s t r e a m e n t e r o v i r u s p ri m e r ( 5 '-
C C T C C GG C C C C T G A A T G - 3 ' ) w a s s y n t h e s i z e d i n t h e (+ ) s e n s e o ri e n t a t io n fi -o m t he
3 3
s e q u e n c e o f t h e c o x s a c k i e v i r u s B 3 g e n o m e a n d c o m p ri s e s n u c l e o t i d e s 4 4 9
- 4 6 5 . A
s t r o n g ly c o n s e r v e d r e g i o n i n t h e i n t e r v e n i n g s e q u e n c e s b e t w e e n t h e p ri m e r s ( 19 6 b a s e p a ir
c D N A a m p l i c o n ) w a s c h o s e n a s a n o l ig o n u c l e o t i d e p r o b e T h e p r o b e c o m p ri s e s s e qu e n c e s
5 4 7 - 5 6 7 (5
'
- T A C T T T G G G T G T CC G T G T T T C - 3
'
) o f t h e c o x s a c k i e v i r u s B 3 g e n o m e a n d
w a s s y n t h e s i z e d i n t h e (+ ) s e n s e o ri e n t a t i o n , t hu s c a p a b le o f hy b ri d i z i n g o n l y w i t h c D N A
o r P CR p r o d u c t a n d n o t w i t h v i r a l g e n o m i c R N A .
3 . 3 . 2 H e p a t i t i s A V i r u s :
P ri m e r s e l e c t i o n f o r h e p a t i t i s A v ir u s w a s b a s e d o n t h e H M 17 5 s t r a i n . T h e g e n o m i c
r e g i o n c o r r e s p o n d i n g t o t h e i n t e r f a c e o f t h e V P 1 - V P 3 c a p s i d p r o t e i n s w a s t h e t a r g e t fo r a
1 9 2 b a s e p a ir c D N A (S c hw a b e t a l . 1 9 9 1) T h e d o w n st r e a m p ri m e r ( 5
'
-
C T C C A G A A T CA T C T C CA A C - 3 ' ) i s c o m p le m e n t a r y t o n u c l e o t i d e s 2 2 0 8 - 2 2 2 6 o f t h e
H A V g e n o m e s e q u e n c e , a n d t he u p s t r e a m p ri m e r (5
'
- C A G C A C A T C A G A A A GG T G A G -
3 ' ) i s c o m p l e m e n t a r y t o n u c l e o t i d e s 2 0 3 5 - 2 0 5 4 o f t h e s e q u e n c e . A c o n s e r v e d r e g i o n i n t h e
a mp l ic o n , 5
'
- T G C T C C T C T T T A T CA T G C T A T G - 3 '
,
w a s u s e d a s t h e i n t e r n a l p r o b e .
3 . 3 . 3 N o r w a l k V ir u s
I n t hi s l a b o r a t o r y , t h e N o r w a l k v ir u s g e n o m e h a s b e e n R T - P C R a m p l i fi e d fi
-
o m t w o
r e g i o n s : t h e R N A p o l y m e r a s e (2 6 0 b a s e p a i r p r o d u c t ) a n d a p u t a t iv e imm u n o g e n i c
p r o t e i n (2 2 4 b a s e p a i r p r o d u c t ) T h e im m u n o g e n i c p r o t e in p ri m e r s p r o d u c e d m o r e n o n -
N o r w a l k v i r u s - sp e c i fi c D N A b a n d s t h a n t h e R N A p o ly m e r a s e p ri m e r s d i d , b e c a u s e t h e
l a t t e r w e r e a n n e a l e d a t a h i g h e r t e mp e r a t u r e (D e L e o n e t a l . 19 92 ) T h e p ri m e r s f o r
a m p l i f y i n g t h e R N A p o l y m e r a s e r e g i o n w e r e p r e v i o u s l y s e l e c t e d b y u s i n g c o m p u t e r - a i d e d
n u c l e i c a c i d s e qu e n c e a l i g n m e n t s a n d p r o t e i n a li g n m e n t s f o r c a li c iv i r u s e s a n d
3 4
p i c o m a v im s e s T h e s e q u e n c e o f t h e u p s t r e a m p ri m e r i s 5
'
-
C A A A T T A T G A C A G A A T C C T T C - 3
'
,
a n d t h e d o w n s t r e a m p ri m e r 5
'
-
G A G A A A T A T G A C A T G G A T T G C - 3
'
. T h e i n t e rn a l o li g o m e r p r o b e , 5 -
A T G T C A T C A G GG T C A A A G A GG - 3
'
,
w a s s y n t h e s i z e d i n t h e p lu s
- s e n s e o ri e n t a t i o n b y
u s i n g a n a u t o m a t e d s y n t h e s i z e r T h e N V p ri m e r s a n d o l i g o p r o b e u s e d i n t hi s s t u d y a r e
hi g hl y s p e c i fi c t o t h e SF I I a p r o t o t y p e s t r a i n o f N o r w a lk v i r u s a n d d o n o t a mp l ify o r r e a c t
w it h o t h e r N V s t r a i n s (D e L e o n 1 9 9 2 a n d So b s e y u n pu b l i s he d r e s u lt s ) .
3 . 3 4 P r o b e L a b e li n g
O l ig o n u c l e o t i d e p r o b e s w e r e l a b e l e d w it h d i g o x ig e n in - 1 1
- d U T P / d A T P a t 3 ' e n d . T h e
G e n i u s 6 O l i g o n u c l e o t i d e T a i l i n g k it fr o m B o e h ri n g e r M a n n h e im (M a n n h e im , G e r m a n y )
w a s u s e d T he R e a c t i o n b u f f e r
,
C o C l j s o l u t i o n , D i g o x ig e n i n - dU T P , o l i g o n u c l e o t i d e ,
d A T P a n d t e r m i n a l t r a n s f e r a s e w e r e a d d e d t o a s t e ri l e m i c r o f i i g e t u b e in t h a t o r d e r . T h e
r e a c t i o n w a s in c u b a t e d a t 3 7° C f o r 3 0 m i n a n d q u i c k l y c hi l l e d o n i c e . L a b e l e d
o l i g o n u c l e o t i d e s w e r e t h a n p r e c i p it a t e d w i t h 0 1 v o lu m e o f L iC l a n d 2 5 - 3 0 v o lu m e s o f
c h i l l e d e t h a n o l a t - 7 0 ° C f o r 3 0 m i n
,
w a s he d v A t h 7 0% e t h a n o l
,
a n d fi n a ll y r e s u s p e n d e d i n
T E / SD S b u f fe r
3 . 4 R e v e r s e T r a n s c ri p t i o n - P o l y m e r a s e C h a in R e a c t i o n
T h e R N A - P C R k i t fr o m P e r k i n E lm e r - R o c h e (A l a m e d a , C A . ) w a s u s e d t hr o u g h o u t
t h e s t u dy M a n u f a c t u r e r
'
s i n s t r u c t i o n s w e r e fo l l o w e d w it h t h e e x c e pt i o n t h a t t h e r e a c t i o n
v o l u m e f o r r e v e r s e t r a n s c ri pt i o n w a s i n c r e a s e d fr o m 2 0 t o 3 0 u l t o a c c o mm o d a t e a 1 0 u l
v i r u s s a m p l e V i r a l R N A w a s r e l e a s e d fr o m v i ri o n s b y h e a t i n g r e a c t i o n m ix t u r e s a t 9 9
° C
f o r 5 m i n
,
f o l l o w e d b y a d d it i o n o f r e v e r s e t r a n s c ri p t a s e (2 . 5 U ) a n d ri b o n u c l e a s e i n h i b i t o r
3 5
( l . OU ) . R e v e r s e t r a n s c ri p t i o n w a s c a r ri e d o u t a t 4 2 T f o r 1 h o u r u s i n g 3
'
p r im e r , a n d th e n
h e a t e d t o 9 9 ° C f o r 5 m i n t o i n a c t i v a t e t he e n z y m e A ft e r c hi ll i n g , t h e r e a c t i o n w a s
s u p p l e m e n t e d w i th 2 . 5 u n i t s o f T a q p o ly m e r a s e P C R a m p l i fi c a t i o n w a s p e r f o r m e d f o r 4 0
c y c l e s , e a c h c y c l e c o n s i s t i n g o f 9 5
° C fo r 1 . 5 m i n , 5 5
° C f o r 1. 5 m in
,




5 G e l e l e c t r o p h o r e s i s
A 15 u l v o l u m e o f P C R p r o d u c t w a s a n a l y z e d o n 1 . 5% a g a r o s e g e l s , s t a i n e d w i t h
e t h i d i u m b r o m i d e
,
a n d v i s u a li z e d b y U V l i g ht .
3 . 6 H y b ri d i z a t i o n
R T - P CR p r o d u c t s f r o m g e l s w e r e t r a n s f e r r e d b y t h e m e t h o d o f So u t h e r n t o a n y l o n
m e m b r a n e b y 0 4 M N a O H . T h e m e mb r a n e w a s p r e hy b ri d i z e d a t 5 5
° C f o r 4 h o u r s t o
b l o c k n o n - s p e c i fi c n u c l e i c a c i d b i n di n g s i t e s , a n d hy b ri di z e d o v e r n i g h t a t 5 5
° C w i t h
l a b e l e d o l ig o n u c l e o t i d e p r o b e s ( 1- 10 pm o l/ m l ) i n r e c o m m e n d e d h y b ri d i z a t i o n b u f fe r (5 X
S SC
,
0 1% w /v N - l a u r o y l s a r c o s i n e , 0 02% w /v s o d iu m d o d e c y l s u l f a t e , a n d 1% w /v
b l o c k i n g r e a g e n t ) . H y b ri d iz e d m e mb r a n e s w e r e w a s h e d t w i c e w i t h s o l u t i o n c o n t a in i n g
6 X S SC a n d 0 . 1% SD S
,
15 m i n p e r w a s h, a n d b lo c k e d b y g e n t l y a g i t a t i n g t h e m i n Gr e n i u s
b u f fe r 2 f o r 3 0 - 6 0 m i n . T h e R T - P C R p r o d u c t - o l ig o p r o b e h yb ri d s w e r e d e t e c t e d b y
r e a c t i n g f o r 3 0 m i n w i t h t he a n t i - d i g o x i g e n i n a l k a l i n e p h o sp h a t a s e a n t i b o d y ( 1 50 m U /m l ),
a n d w a s h e d t w i c e w i t h G e n i u s b u f f e r 1
,
1 5 m i n p e r w a s h . F i n a l l y , t h e m e mb r a n e s w e r e
i n c u b a t e d i n C o l o r Su b s t r a t e So l u t i o n i n t h e d a r k f o r 8 t o 12 h o u r s a n d t h e n e x a m in e d
v i s u a l ly f o r h yb ri d b a n d s .
3
.




1 P r e p a r a t i o n o f G u a n i d in i u m T h i o c y a n a t e St o c k So l u t i o n
T he g u a n i d i n i u m t hi o c y a n a t e s t o c k s o lu t i o n w a s p r e p a r e d a s f o l l o w s : 5 g g u a n i d i n i u m
t hi o c y a n a t e ( Si g m a , St . L o u i s , M O ) w a s d i s s o l v e d w it h 5 . 8 6 m l w a t e r , 3 5 2 u l s o d i u m
c i t r a t e (0 7 5 M , pH 7) , a n d 5 2 8 u l 1 0 % s a r c o s y l a t 6 5
° C T h e d i s s o l v e d s o l u t i o n w a s
s t e r il i z e d b y fi l t r a t i o n t h r o u g h a 0 . 4 5 u m fi l t e r (St e r i l e A c r o d i s c ; G e lm a n Sc i e n c e s , A n n
A r b o r
,
M I ) a n d s t o r e d a t r o o m t e m p e r at u r e f o r l e s s t h a n 3 m o n t h s
3 . 7 . 2 P r e p a r a t i o n o f G u a n i d i n i u m T h i o c y a n a t e W o r k i n g S o lu t i o n
T h e g u a n i d i n i u m t h i o c y a n a t e w o r k i n g s o lu t i o n w a s p r e p a r e d b y a d d i n g 17 . 2 8 u l 2
-
m e r c a p t o e t h a n o l (Si g m a , St L o u i s , M O ) t o 2 . 4 m l o f t h e s t o c k . T h e w o r k i n g s o lu t i o n c a n
b e s t o r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 3 0 d a y s .
3 . 7 . 3 E x t r a c t i o n P r o c e du r e
A 1 t o 2 0 0 u l s a m p l e i s a d d e d t o 4 0 0 u l g u a n i di n i u m t h i o c y a n a t e w o r k i n g s o l u t i o n
a n d v o r t e x e d f o r 1 m i n T h e s a m p l e i s t h e n e x t r a c t e d b y 4 0 0 u l p h e n o l a n d 2 0 0 u l
c h l o r o f o r m b y v o r t e x i n g fo r 1 m i n a n d t he t w o p h a s e s a r e s e p a r a t e d b y c e n t r i fi a g a t i o n a t
r o o m t e m p e r a t u r e f o r 10 m i n a t 8 , 0 0 0 g T h e s u p e r n a t a n t i s t r a n s f e r r e d t o a n e w
m i c r o t u b e a n d fi xr t h e r e x t r a c t e d by 3 0 0 u l c h l o r o f o r m . A ft e r a n o t h e r 10 m i n
c e n t r i f u g a t i o n , t h e s a m p l e i s s e p a r a t e d fi o m t h e c h l o r o f o r m , r em o v e d t o a n e w m i c r o t u b e ,
s u p p l e m e n t e d w i t h 50 u l s o d i u m a c e t a t e (2 M , p H 4 - 5 ) a n d 1 m l i s o p r o p a n o l , a n d
p r e c i p i t a t e d a t - 7 0
° C fo r a t l e a s t 1 h o u r T h e p r e c i p i t a t e d R N A in t h e s a m p l e i s
c e n t r i fi i g e d a t 12 , 0 0 0 g f o r 2 0 m i n a t 4
° C
,
w a s h e d w i t h 5 0 0 u l 7 0 % a lc o h o l
, a n d
r e s u s p e n d e d i n H j O . T h e g u a n i d in i u m th i o c y a n a t e e x t r a c t e d s a m p l e s c a n b e s t o r e d a t -
8 0
° C f o r R T - P C R .
3 7
3 8 W a s t e w a t e r C o n c e n t r a t i o n a n d P u ri fi c a t i o n P r o c e s s
2 5 0 - m l s a m p l e s o f s e w a g e s e e d e d w it h k n o w n a m o u n t s p o l i o v i r u s t y p e 1 , h e p a t it i s A
v i r u s
,
a n d N o r w a l k v i r u s w e r e u s e d a s a m o d e l s y s t e m i n e x p e ri m e n t s o n m e t h o d
d e v e l o p m e n t a n d e v a l u a t i o n . B a s e d o n t he r e s u l t s o f p r e l im i n a r y ex p e ri m e n t s t o o p t im i z e
e a c h p r o c e d u r e s t e p , t h e f o l l o w i n g m e t h o d w a s e m p l o y e d . V i r u s e s i n t h e s a m p l e w e r e
c o n c e n t r a t e d b y p o l y e t h y l e n e g ly c o l (P E G ) p r e c i p i t a t i o n b y i n c u b a t i n g a t 4
° C o v e r n i g ht
a f t e r s u p p l e m e n t i n g w it h 0 3 M N a C l a n d 8 % p o l y e t h y l e n e g ly c o l (P E G 8 0 0 0 ; fi
-
o m
Si gm a , St . L o u i s , M O ) T h e pr e c i p i t a t e d s a m p l e w a s c e n t ri f u g e d a t 5 , 0 0 0 g f o r 4 0 m i n ,
t h e s u p e r n a t a n t w a s d e c a n t e d a n d th e s e d im e n t w a s r e s u s p e n d e d in 1 5 m l v o l u m e s o f PB S
t hr e e s u c c e s s i v e t im e s f o r a 4 . 5 m l t o t a l r e s u s p e n s i o n v o lu m e . T h e r e su s p e n d e d s o l u t i o n
w a s e x t r a c t e d w i t h a n e q u a l v o l u m e o f F r e o n o r c h l o r o f o r m a n d t h e p h a s e s w e r e s e p a r a t e d
b y c e n t ri f u g i n g a t 3 , 0 0 0 g fo r 2 0 m i n . So l v e n t e x t r a c t e d s a m p l e s w e r e fu r t he r
c o n c e n t r a t e d b y c e n t ri f u g a l u l t r a fi l t r a t i o n i n a C e n t ri c o n M i c r o c o n c e n t r a t o r , 10 0 , 0 0 0 M W
c u t - o f f (A m i c o n , B e v e r l y , M A ) . T h e sa mp le s w e r e c e n t ri f u g e d a t 1, 10 0 g u n t i l t h e
r e t e n t a t e v o l u m e s w e r e r e d u c e d t o l e s s t ha n 1 m l A f t e r t h e r e t e n t a t e w a s c o l l e c t e d a s th e
u lt r a fi l t e r e d s a mp l e , 3 0 0 u l o f 0 1% T w e e n 8 0 s o lu t i o n w a s a d d e d t o e a c h fi l t e r i n o r d e r t o
r e c o v e r v i r u s e s r e m a i n i n g o n t h e m e m br a n e . T h e fi lt e r w a s p u t o n i c e f o r 3 0 m i n a n d t h e n
t h e s o l u t i o n w a s r e c o v e r e d w i t h a m i c r o p i p e t t o r . T h e c o n c e n t r a t i o n a n d p u ri fi c a t i o n
p r o c e s s i s s u mm a ri z e d i n F i gu r e 4 . 1 .
3 . 9 C o m p a ri s o n o f R T - P CR a n d C e l l C u l t u r e A s s a y
S a mp l e s o f 8 0 0 u l f r o m e a c h s t a g e o f t h e p r o c e s s w e r e r e m o v e d a n d s t o r e d f o r
3 8
s u b s e qu e n t a s s a y s A n a p p r o p ri a t e a m o u n t o f t h i s 8 00 u l s a m p l e w a s d i l u t e d (i f
n e c e s s a r y ) a n d i n o c u l a t e d t o d i s h e s f o r p l a q u e a s s a y s . O n l y 1 0 u l w a s t a k e n o u t fr o m t h i s
8 0 0 u l s a m p l e f o r R T - P CR d e t e c t i o n . Wh e n v i r u s t i t e r w a s l o w , i n f e c t i v it y a s s ay w a s
a c c o mp Us h e d b y M PN m e th o d s u s i n g 2 4 - w e l l p l a t e s p r o c e e d e d b y a fi l t r a t i o n s t e p t o
a v o i d c o n t a m i n a t i o n (d e s c ri b e d i n 3 2) . O n e P CR u n i t ( 1 P CR U ) i s u s e d t o d e s c ri b e d th e
t i t e r o f t h e l o w e s t v i r u s a m o u n t t h a t i s am p l i fi a b l e b y R T - P CR - O P . T h e r ef o r e , r e s u h s o f
c e l l c u lt u r e a s s a y (P F U /m l o r M PN C U / m l ) a n d R T - P CR (P C R U / m l ) c a n b e o b t a i n e d a n d
t h e s e n s i t i v i t y o f t h e tw o m e t h o d s c a n b e c o m p a r e d V i r u s r e c o v e r y e fi c ie n c y w a s
c a l c u l a t e d by t o t a l P F U o r t o t a l M P N CU m e a s u r e d i n s a mp l e s fr o m e a c h s t a g e o f t h e
p r o c e s s
3 10 V i r u s I n p u t L e v e l s
F o r a l l v i r u s e s
,
e x p e ri m e n t s b e g a n w it h hi g h l e v e l s o f i n p u t v i r u s e s , b e c a u s e s m a ll
a m o u n t o f v ir u s e s i s d ifi c u lt t o a n a l y z e , e s p e c i a ll y fo r c e l l c u l t u r e a s s a y s . A h i g h i n p u t
v i r u s l e v e l a l s o p r o v i d e s a n o pp o r t u n i t y t o m o d i fy th e d e v e lo p e d c o n c e n t r a t i o n a n d
p u ri fi c a t i o n p r o c e s s b e f o r e it i s a p p l i e d t o a l o w i n p u t o f v ir u s e s E x p e ri m e n t s s t a r t e d w it h
10 - m l v o l u m e s o f s e w a g e s a m p l e s s e e d e d w i t h 2 0 , 0 0 0 P F U o f p o li o v ir u s e s . T h e v o l u m e
o f s e w a g e s a m p l e w a s t h e n i n c r e a s e d t o 2 50 m l s e e d e d w i t h 5 0 , 0 0 0 P F U o f p o li o v ir u s e s .
F o r H A V a n d N o r w a l k v i r u s
,
o n l y 2 5 0 - m l v o l u m e s o f r a w se w a g e s a m p l e w e r e u s e d . T h e
hi g h e s t v i r u s in p u t s w e r e 1 6 , 0 0 0 P F U fo r H A V a n d 3 , 0 0 0 , 0 0 0 P CR U fo r N o r w a l k v i r u s .
T h e l e v e l s o f i n p u t v i r u s w e r e g r a du a l ly r e d u c e d t o t e s t i f t h e d e v e l o p e d m e t h o d i s c a p a bl e
o f d e t e c t i n g l o w v i r a l c o n c e n t r at io n s i n s e w a g e . T he l o w e s t p o l i o v i r u s s e e d i n g w a s a t t h e
c o n c e n t r a t i o n o f 8 0 P F U p e r 2 50 m l s e w a g e s a m p l e b e c a u s e t h e d e t e c t i n g o f l o w e r v i r a l
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c o n c e n t r a t i o n s by c e l l c u l t u r e i s d i fi c u l t F o r H A V , t he l o w e s t i n p u t w a s 1 , 6 0 0
P F U / 2 50 m l a n d f o r N o r w a l k v i r u s
,
it w a s 5 0
,
0 0 0 P CR U / 2 5 0 m l .
3 . 1 1 S t a t i s t i c a l A n a l y s i s
St a t i s t i c a l A n a l y s i s u s e d i n t hi s s t u dy i n c l u d e s t h e c a l c u l a t i o n o f m e a n v a lu e s a n d
s t a n d a r d d e v i a t i o n s f o r a v e r a g e r e c o v e r y e fi c i e n c i e s . Wh e t h e r t h e d i f f e r e n c e i n t h e
r e c o v e r y e fi c i e n c i e s o f t h e r e s u sp e n d e d PE G s a mp l e s i n F r e o n a n d c h l o r o f o r m
e x p e r im e n t s i s s ig n i fi c a n t o r n o t i s b a s e d o n a t w o t a i l T t e s t
4 0
F i g u r e 4 1 C o n c e n t r a t i o n a n d P u r i fi c a t i o n o f E n t e r i c V i r u s e s fi
-
o m Se w a g e
R a w s ew a g e , 2 5 0 m l
i
Se e d w i t h p o l i o v i r u s , N o r w a l k V i r u s , a n d H e p a t i t i s A V i r u s T „ s a mp l e
\
A d d N a C l (0 3M ) a n d P E G 8 00 0 (8% )
i
I n c u b a t e a t 4 ° C f o r 2 4 h o u r s
i
C e n t r i f u g e a t 5 , 0 0 0g fo r 4 0 m i n
i
R e m o v e s u p e r n a t a n t
R e sp s a mp l e
i
R e s u s p e n d p e ll e t w it h PB S (- 4 5 m l )
i
F r e o n / c h l o r o f o r m e x t r a c t i o n
1
C e n t ri f u g e 2 0 m i n a t 3 , 0 0 0 g
i
R e m o v e t o p (a q u e o u s ) ph a s e
E x t s a mp l e
\
C e n t ri fi j g a l u l t r a fi l t e r t o < 1 m l U l t s a mp l e
i
W a sh u l t r a fi l t e r w it h T w e e n - 8 0 (0 . 3 m l )
a n d r e c o v e r w a sh T w s a mp l e
V . R E SU L T S
4 . 1 R T - P C R - O P D e t e c t a b i l i t v o f P o li o v i r u s . N o r w a l k v i r u s , a n d H e p a t it i s A V i r u s
T o c o m p a r e t h e d e t e c t i o n s e n s i t iv i t y o f t h e t w o v i r u s a s s a y m e t h o d s , p o Uo v i r u s t y p e
1 s t o c k w a s s e r i a l l y t e n - f o l d di l u t e d a n d s u b je c t e d t o p l a q u e a s s a y u s i n g B G MK c e l l s a n d
t o d i r e c t R T - P C R - OP u s i n g 10 u l v o l u m e s p e r R T - P C R r e a c t i o n fo l l o w e d by S o u t he r n
t r a n s f e r fr o m e le c t r o p h o r e s e d a g a r o s e g e l s a n d o l i g o p r o b e h y b r i di z a t i o n F i g u r e 5 . 1 sh o w s
t h a t R T - P C R - O P h a s t h e a b i l i t y t o d e t e c t a s l i t t l e a s 0 0 3 P FU o f p o l i o v i r u s e s . A l t h o u g h
t h e p o li o v i r u s p r e p a r a t i o n u s e d f o r t h i s c o m p a r i s o n w a s n o t q u a n t i fi e d f o r v iri o n p a r t i c l e
c o n c e n t r a t i o n
, p r e v i o u s a n a l y s e s o f s im i l a r p r e p a r a t i o n s i n d i c a t e t h a t t h e r e a r e 1 0 0 - 4 0 0
v i ri o n s p e r P F U (p e r s o n a l c o mm u n i c a t io n w i t h D r . So b s e y ) . H e n c e , t h e 0 0 3 P F U
d e t e c t i o n l im i t o f R T - P C R - O P c o r r e s p o n d s t o 3 - 1 2 v i ri o n s
T h e p r o c e d u r e s f o r d e t e r m i n a t i o n o f R T - P CR - O P s e n s i t iv i t y f o r de t e c t i n g h e p a t i t i s A
v i r u s a r e s im i l a r t o t h o s e f o r p o l i o v ir u s e s , e x c e p t FR hK - 4 c e l l s w e r e u s e d f o r p l a q u e
a s s a y s . I n A p p e n d i x F i g . 1 , 0 . 0 0 5 P FU o f H A V c a n b e d e t e c t e d b y R T - P C R - O P . B a s e d
o n v i ri o n p a r t i c l e c o u n t a n a ly s i s o f s im i l a r H A V p r e p a r a t i o n s , t h i s c o r r e s p o n d s t o a
d e t e c t i o n l im i t a b o u t 2 0 - 3 0 p a rt i c l e s .
A c e l l c u l t u r e a s s a y sy s t e m i s n o t a v a i l a b l e f o r N o r w a lk v i r u s e s . We u se d 1 P C R u n it
( 1 P CR U ) t o d e s c ri b e t h e t i t e r o f t h e l o w e s t v i r u s a m o u n t t h a t i s a m p li fi a b l e b y R T - P C R -
O P . T h e N o r w a l k v i r u s s t o c k u s e d fo r t h e f o l l o w i n g s t u d y o f pu ri fi c a t i o n a n d
c o n c e n t r a t i o n fr o m s e e d e d s e w a g e h a d a t i t e r o f a b o u t 1 * 10
* P CR U / m l (A p p e n d ix F i g . 2 ) .
4 2
B a s e d o n s e m i - qu a n t i t a t i v e e l e c t r o n m i c r o s c o p i c e x a m i n a t i o n o f s im i l a r s t o o l e x t r a c t s , i t i s
e s t im a t e d t h a t 1 N V P CR U i s b e t w e e n I a n d 10 v ir io n s .
4 2 E v a l u a t i o n o f V ir u s R e c o v e r y b y t h e Se w a g e P u ri fi c a t i o n a n d C o n c e n t r a t i o n P r o c e s s
4 . 2 1 P o Uo v i r u s R e c o v e r y :
P o l i o v i r u s t y p e 1 w a s u s e d a s a m o d e l v i r u s f o r e n t e r o v i r u s e s i n g e n e r a l T h e s t u dy o f
t h e p u ri fi c a t i o n a n d c o n c e n t r a t i o n p r o c e s s b eg a n w i t h a m o de l sy s t e m e m p l o y i n g 10 m l
s e w a g e s a m p l e s s e e d e d w i t h 18 , 0 0 0 P F U o f p o l i o v i r u s . Su b s e q u e n t ly , t h e s e w a g e s a m p l e
v o l u m e w a s i n c r e a s e d t o 2 5 0 m l a n d t h e v i r u s s e e d w a s p r o g r e s s i v e l y d e c r e a s e d T a bl e 5 . 1
l i s t s a l l t h e m o d e l s y s t e m e x p e ri m e n t s d o n e w i t h p o li o v ir u s i n t hi s s t u d y . I n o r d e r t o
o b t a i n a c o m p a ri s o n o f R T - P CR - O P a n d in f e c t iv i t y a s s a y d e t e c t i o n m e t h o d s , t h e l o w e s t
p o Uo v i r u s s e e d i n g w a s a t t h e c o n c e n t r a t i o n o f 8 0 P FU p e r 2 5 0 m l s e w a g e s a m p l e , w h i c h
i s t h e l o w e s t p r a c t i c a l v ir u s c o n c e n t r a t i o n t h a t c a n b e a s s a y e d u s i n g M PN m e t h o d s (2 4 -
w e l l p l a t e s ) T h e s e n s it i v it y o r d e t e c t i o n l im i t o f t h e R T - P CR - O P d e t e c t i o n m e t h o d f o r
s e w a g e s a m p l e s i s d e t e r m i n e d b y fi r st b r e a k i n g v i r a l c a p s i d s d ir e c t ly b y h e a t i n g t o 9 9
°
C
f o r 5 m i n a n d t h e n im m e di a t e l y p e r f o r m i n g R T - P C R - O P r e a c t i o n s o n 10 - u l v o l u m e s o f t he
u n d i l u t e d a n d s e ri a l l y 10 - f o l d d il u t e d s a m p l e s . A Ji qu o t s o f t h e s e w a g e s a m p l e s a r e
s u bj e c t e d t o q u a n t a l i n f e c t iv i t y a s s a y t o c o m p u t e a n M PN t it e r
T h e p o l i o v i r u s r e c o v e r y r a t e w a s d e t e r m i n e d c o n s i d e ri n g t h e m e a s u r e d s a m p l e
v o l u m e s a t e v e r y s t a g e o f t h e c o n c e n t r a t i o n a n d p u ri fi c a t io n p r o c e s s , t h e v ir a l t it e r s fi
-
o m
t he r e s u lt s o f B GM K c e l l p l a qu e a s s a y s o r M PN a ssa y s u s i n g 2 4 - w e l l p l a t e s , a n d
a dj u s t m e n t s fo r t h e f a c t t h a t a p o r t i o n o f s a m p l e fi - o m e a c h s t a g e o f t h e p r o c e s s w a s
r e m o v e d f o r R T - P CR - O P a n d i n f e c t i v i t y a s s a y s . E a c h t im e a n e x p e ri m e n t w a s p e r f o r m e d .
4 3
a s e w a g e s a m p l e w a s o bt a i n e d, a n d t h r e e 2 50 - m l s ew a g e s a m p le v o l u m e s w e r e p r o c e s s e d ,
o n e f o r F r e o n e x t r a c t i o n , o n e f o r c h l o r o f o r m e x t r a c t io n , a n d o n e f o r m e t h o d o l o g y c o n t r o l .
T h e c o n t r o l s a m p l e w a s p r o c e s s e d t he s a m e w a y a s t h e F r e o n o r c h l o r o f o r m s a mp l e s
e x c e p t n o N a C l a n d P E G w a s a d d e d fo r p r e c i p it a t i o n a n d n o s o l v e n t w a s a d d e d t o c l e a n
t h e r e s u s p e n d e d s a m p l e s F r o m t h e i n f e c t i v it y a n a l y s e s o f t h e s e m e t h o d o l o g y c o n t r o l
s a m p l e s , t h e a v e r a g e r e c o v e r y r a t e i s 13% (n = 6) i n t h e r e s u s p e n d e d s a m p l e s a ft e r i n it i a l
c e n t r i fi i g a t i o n , w h i c h w e r e
"
p r e c i p it a t e d
" w it h o u t P E G
,
4% (n = 7 ) a ft e r u lt r a fi l t r a t i o n , a n d
0 . 3 3% (n = 2 ) i n t h e T w e e n - 8 0 w a sh e d s a mp l e s . I n c o n t r a s t t o t h e r e s u l t s f o r c o n t r o l
s e w a g e s a m p le s , t h e P E G p r e c ip i t a t io n m e t h o d r e c o v e r e d a n a v e r a g e o f 6 9% (n = 17 ;
e x c lu d 3 8 9 % ) o f t h e s e e d e d p o l i o v i r u s e s a t i n p u t l e v e l s o f 8 0 - 5 2 , 0 0 0 P F U / s a mp l e (T a b l e
5 1 ) .
I n t h e fi r s t f o u r e x p e r im e n t s (4 - 19 - 9 3 t o 8 - 3 - 9 3 ) i t w a s n o t e d t h a t r e c o v e r y
e fi Rc i e n c y o f t h e P E G p r e c i p i t a t i o n p r o c e du r e w a s n o t a s hi g h a s e x p e c t e d fi
^
o m p r e v i o u s
s t u d i e s . T h e s e r e d u c e d r e c o v e r i e s w e r e a t t r i bu t e d t o t h e m e t h o d o f r e s u s p e n s i o n o f t h e
P E G p r e c ip it a t e T h e r e f o r e , t h e p r o c e d u r e t o r e s u s p e n d t h e P E G p r e c i p it a t e d p e l l e t w a s
c h a n g e d fi
^
o m r e s u s p e n d i n g o n c e i n 5 m l P B S bu ff e r t o 3 s u c c e s s i v e r e s u s p e n s i o n s a n d
t r a n s f e r s u s i n g 1 5 m l e a c h t im e . T hi s c h a n g e w a s m a d e b e g i n n i n g w i th t h e Se p t e m b e r
e x p e r im e n t a n d i t a p p e a r e d t o im p r o v e t h e v i r u s r e c o v e r y r a t e fo r P E G p r e c i p it a t i o n
(T a b l e s . 1 )
T h e e x p e r im e n t s o n p o l i o v i r u s r e c o v e r ie s fi
^
o m s e e d e d se w a g e sa m p l e s c a n b e
d iv i d e d i n t o tw o m a in g r o u p s , t h o s e w i t h h i g h v i r u s i n p u t s o f 5 0 , 0 0 0 - 2 0 , 0 0 0 P FU
I k , (T a b l e 5 . 2 ) a n d t h o s e w i t h l o w v i r u s in p u t s o f 7 5 - 50 0 PF U (T ab l e 5 . 3 ) . A s s u m m a r i z e d i n
4 4
T a b l e s 5 2 a n d 5 . 3
,
t h e r e w a s n o d e c l i n e i n p o l i o v i r u s r e c o v e r y e f fi c i e n c y a t l o w e r i n p u t
v i r u s l e v e l s I n f a c t , t he a v e r a g e r e c o v e r y e f fi c i e n c y w a s a b o u t 1 . 4 - f o l d hi g h e r i n t h e l o w
i n p u t e x p e r im e n t s (8 2 % ) t h a n i n t he hi g h i n p u t e x p e r im e n t s ( 59 % ) .
O v e r a l l
,
l o s s e s d o n o t a p p e a r t o b e v e r y h i g h i n t h e s o l v e n t e x t r a c t i o n s t e p o f t h e
p r o c e du r e , a n d a n a v e r a g e 4 9 % (n = 17 ; e x c l u d e 4 04 % ) o f a d d e d p o l i o v i r u s w a s r e c o v e r e d
I f n o t e x c l u d i n g a n y o bt a i n e d r e c o v e r y e f fi c i e n c i e s , t h e m e a n r e c o v e r y r a t e s f o r
r e s u s p e n d e d P E G p r e c i p i t a t e s w e r e 7 5% in F r e o n a n d 9 9 % i n c h l o r o fo r m e x p e r im e n t s
(T a b l e s 5 . 4 a n d 5 . 5) . A c c o r d i n g t o a t w o - t a il p a ir e d T - t e s t , p o li o v i r u s r e c o v e r y r a t e s o f
P E G r e s u s p e n d e d s a m p l e s w e r e n o t s i gn i fi c a n t l y d if fe r e n t b e tw e e n F r e o n a n d c h l o r o f o r m
e x t r a c t i o n e x p e r im e n t s (p = 0 5 3) . A ft e r s o l v e n t e x t r a c t i o n , c h l o r o f o r m g a v e a hi g h e r
p o l i o v i r u s r e c o v e r y e f fi c i e n c y (9 0 % ; n = 9 ) t h a n F r e o n e x t r a c t i o n (4 8% ; n = 9 )
A p p r e c i a b l e v i r u s l o s s e s o c c u r r e d d u ri n g t h e c e n t ri fi a g a l u l t r a fi lt r a t i o n p r o c e s s , a n d
t h e o v e r a l l v i r u s r e c o v e r y r a t e s a v e r a g e d 2 3% (n = 18 ) f o r a l l e x p e ri m e n t s T h e r e c o v e r y
e f fi c i e n c i e s o f r e s u s p e n d e d P E G p e ll e t s a n d s o l v e n t e x t r a c t e d s a m p l e s w e r e n o t
s i g n i fi c a n t l y d i f f e r en t b y T - t e s t f o r hi g h a n d l o w P V i n pu t e x p e ri m e n t s , h e n c e t h e l e v e l s o f
P V t h a t w e r e r e c o v e r e d b y u l t r a fi l t r a t i o n c o u l d b e c o mp a r e d P o l i o v i r u s i n p u t d i d n o t
i n fl u e n c e t h e r e c o v e r y e f fi c i e n c y a ft e r t h e c e n t ri f u g a l u lt r a fi l t r at i o n s t e p s (T a b l e s 5 . 2 a n d
5 . 3 ), w i t h a m e a n r e c o v e r y o f 2 3 2% f o r hi g h i n p u t ex p e ri m e n t s a n d 2 2 5% f o r l o w i n p u t
e x p e ri m e n t s (e x c l u d i n g T w e e n 80 w a s he s ) . T he s e r e c o v e ri e s w e r e n o t s i g n i fi c a n t l y
d i f f e r e n t ( T t e s t ; P = 0 . 9 1) . C o m p a r e d t o t h e v o l u m e s o f r e s u s p e n d e d P E G p r e c i p i t a t e d
s a m p l e s , v i r u s e s i n u l t r a fi l t e r e d s a m p l e s w e r e f u r t h e r c o n c e n t r a t e d b y 1 . 0 - t o 6 3 - f o l d




7 5 ; n
= 8 ) i n F r e o n e x t r a c t e d s a m p l e s F r e o n e x t r a c t e d s a m p l e s a l w ay s t o o k a l o n g e r t im e
o f c e n t r i f u g a l u l t r a fi l t r a t i o n t o r e d u c e t h e r e t e n t at e v o l u m e t o l e s s t h a n 1 m l .
I t w a s h j rp o t h e s iz e d t h a t v i r u s l o s s e s d u r i n g c e n t r i f u g a l u l t r a fi lt r a t i o n c o u l d b e du e t o
v i r u s r e t e n t i o n o n t h e u l t r a fi lt e r su r f a c e s u c h t h a t v i r u s e s w e r e n o t r e c o v e r e d w h e n t h e
r e t e n t a t e w a s r e m o v e d . T o i n v e s t i g a t e t hi s p o s s ib i l i t y a n u l t r a fi lt e r w a s h i n g s t e p w a s
a d d e d t o t h e e x p e r im e n t , b e g i n n i n g w i t h t h e e x p e r im e n t o f Se pt 1, 1 9 9 3 . I n o r d e r t o
o v e r c o m e v i r u s l o s s du r i n g c e n t r i f Lig a l u l t r a fi h r a t i o n , w e a d d e d 3 0 0 u l o f 0 . 1% T w e e n - 8 0
s o l u t i o n t o e a c h o f t h e C e n t r i c o n - 1 0 0 fi h e r s a f l e r r e c o v e r i n g t h e s a m p l e r e t e n t a t e T hi s
T w e e n - 8 0 s o lu t i o n w a s a l l o w e d t o s t a y o n t h e u l t r a fi l t e r f o r 3 0 m i n a t 4
° C w i th n o
m i x i n g , a f t e r w h i c h i t w a s r e c o v e r e d . T a b l e 5 . 1 s h o w s t h a t T w e e n - 8 0 w a s h i n g r e c o v e r e d
a n a v e r a g e o f 2 1% (n = 10) o f t h e s e e d e d p o l i o v i r u s e s , a n d t h a t t h e v i r a l r e c o v e r y o f
T w e e n - 8 0 w a s h e d sa mp l e s m a y b e a s hi g h a s t he u l t r a fi lt e r e d r e t e n t at e s a m p l e s Si n c e
m o s t T w e e n - 8 0 w a s hi n g s w e r e d o n e i n l o w p o l i o v i r u s i n p u t e x p e r i m e n t s , t h e c o m p a r i s o n
o f T w e e n - 8 0 w a s h r e c o v e r y r a t e b e tw e e n h i g h a n d lo w i n p u t e x p e r im e n t s w a s n o t f e a s ib l e .
H o w e v e r
,
T w e e n - 80 w a s h r e c o v e r e d m o r e v i r u s e s (2 8 % ; n = 5) i n c hl o r o f o r m e x t r a c t i o n
e x p e r im e n t s t h a n i n F r e o n e x t r a c t i o n e x p e r im e n t s ( 15 % ; n = 5 ) (T ab l e s 5 4 a n d 5 . 5 )
O v e r a l l , v i r u s r e c o v e r i e s a f t e r b o t h t h e u lt r a fi l t r at i o n a n d T w e e n - 8 0 w a s h s t e p s w e r e 3 5%
i n F r e o n e x t r a c t i o n e x p e r im e n t s a n d 5 0 % i n c hl o r o f o r m e x t r a c t i o n e x p e r im e n t s .
T a b l e 5 6 s u mm a r iz e s R T - P CR - OP d e t e c t i o n i n t h e 4 m o d e l e x p e r im e n t s o f J u n e ,
J u ly , A u g u s t , a n d Se p t e mb e r . I n t h e s e e x p e r im e n t s , p l a q u e a s s a y s o n B GM K c e l l s w e r e
u s e d f o r t h e d e t e c t i o n o f s e e d e d p o l i o v i r u s e s b e c a u s e in p u t v i r u s l e v e l s w e r e r e l a t i v e l y
h i g h (5 , 0 0 0 - 52 , 0 0 0 P FU ) . I n di g e n o u s e n t e r o v i r u s e s , w h i c h c o u l d a l s o b e a m p l i fi e d b y R T -
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P C R - O P w it h o u r p ri m e r s a n d s o m e o f w h i c h m a y f o r m p la q u e s o n B GM K c e l l s , w e r e n o t
s t u d i e d i n t h e s e e x p e ri m e n t s T he n u m b e r s o f s e e d e d p o l i o v i r u s e s w e r e e x p e c t e d t o b e
m u c h h ig h e r t h a n b a c k g r o u n d l e v e l o f i n d i g e n o u s e n t e r o v i r u s e s , s o t h e i n di g e n o u s v i r u s e s
w o u l d h a v e l i t t l e i m p a c t o n t h e o v e r a l l r e s u l t s .
A s s u m m a ri z e d i n T a b l e 5 . 6
,
n o e n t e r o v i r u s w a s det e c t a b l e i n T ^ s a m p l e s i n t he s e
fo u r e x p e ri m e n t s A ft e r s e e d e d s e w a g e s a mp l e s w e r e P E G p r e c i p it a t e d , e n t e r o v i r u s e s
w e r e d e t e c t a b l e b y R T - P CR - O P I t s h o u l d b e n o t e d t h a t v i r u s e s w e r e n o t d e t e c t a b l e by
R T - P C R i n t h e u n di l u t e d
,
r e s u s p e n d P E G p r e c i pi t a t e s , d e s p i t e t h e h i g h v i r u s
c o n c e n t r a t i o n (> 7 0 0 P F U /m l ) f o u n d b y p l a q u e a s s a y H o w e v e r , R T - P CR d e t e c t i o n w a s
p o s s i b l e i n t h e s a m e s a m pl e s w h e n t h e y w e r e d i lu t e d 10 - o r 10 0 - f o l d T h i s o bs e r v a t i o n
i n d i c a t e s t h a t t h e P E G p r e c i p i t a t e d s a m p l e s s t i l l c o n t a i n R T - P C R i n h i b i t o r s W h e n t h e
s a m p l e s a r e f u r t h e r pu ri fi e d b y F r e o n o r c hl o r o f o r m e x t r a c t i o n , R T - P CR d e t e c t i o n o f
v i r u s e s i n t h e u n d il u t e d s a m p l e s b e c o m e s p o s s i b l e i n 7 o f 8 c a s e s , t h e e x c e p t i o n b e i n g t h e
F r e o n e x t r a c t e d s a m p l e o f 7 - 6 - 9 3 . A l t h o u g h s o lv e n t e x t r a c t i o n d o e s n o t c h a n g e t h e
v o l u m e o f t h e a q u e o u s s a mp le , it a p p a r e n t l y c a u s e s s o m e im p u ri t i e s t h a t a r e i n hi b i t o r y t o
R T - P C R t o b e d e s t r o y e d o r r e m o v e d t o t h e s o l v e n t p h a s e .
C e n t ri f u g a l u l t r a fi l t r a t i o n r e d u c e d s o l v e n t e x t r a c t e d s a mp l e v o l u m e s t o l e s s t h a n 1
m l (A p p e n d ix T a b l e s 1- 8 ) A s s ho Av n i n T a b l e 5 6 , a l l o f t h e u l t r a fi l t e r e d s a mp l e s w e r e R T -
P C R - O P p o s i t i v e i n u n d i l u t e d a n d 10 - f o l d d i l u t e d s a m p l e s T a bl e 5 . 6 a l s o p r o v i d e s
i n f o r m a t i o n a bo u t t o t a l P CR U de t e c t e d i n s o l v e n t e x t r a c t e d
,
u lt r a fi l t e r e d
,
a n d T w e e n -
8 0 s a mp l e s C o m p a r e d t o t h e PV i n p u t l e v e l s d e s c ri b e d a s l o g P CR U / 2 2 5 o r 2 5 0 m l
s a m p l e , a n a v e r a g e o f 1. 5 l o g i o P CR U (n = 8 ) o f v i r u s e s w e r e l o s t i n s o l v e n t e x t r a c t e d
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s a m p l e s a n d 1 2 l o g m P CR U (n = 8) i n u l t r a fi l t e r e d s a m p l e s H e n c e , a v e r a g e v i r u s r e c o v e r y
a n d d e t e c t i o n b a s e d o n R T - P CR - O P t i t e r s in u l t r a fi l t e r e d s a m p l e s w a s 4 . 6 l o g j o c o m p a r e d
t o a n a v e r a g e e s t im a t e d i n p u t o f 5 7 l o g m o r a b o u t 9% r e c o v e r y . T h i s v i r u s r e c o v e r y
e s t im a t e fo r R T - P C R - O P (9 %) i s s o m e w h a t l o w e r t ha n t h e r e c o v e r y e s t im a t e by p l a qu e
a s s a y (2 3 % ) H o w e v e r , t h e s e R T - P CR - O P d a t a p r o v i d e o n l y a r o u g h e s t im a t e o f v i r u s
d e t e c t a b il i t y a n d m a y b e n o t a c c u r a t e b e c a u s e R T - P CR - O P d e t e c t i o n w a s o n l y p e r f o r m e d
o n s e r i a l ly 10 - f o l d d i l u t e d s a mp l e s . Sm a l l e r d il u t i o n i n t e r v a l s , s u c h a s 1/2 l o g j o , w o u l d
n e e d t o b e d o n e b y R T - P C R - O P t o o b t a i n a m o r e a c c u r a t e e s t im a t e o f r e c o v e r y e fi c i e n c y
e x p r e s s e d a s P C R U T o t a l P C R U w a s n o t c a l c u l a t e d i n T ^ a n d r e s u s p e n d e d PE G p e ll e t
s a m p l e s b e c a u s e in h i b it i o n i n t h e s e s a m pl e s w o u l d h a v e a h i g h imp a c t o n t h e R T - P CR - O P
d e t e c t ab i l i t y a n d t h u s a t o t a l P C R U e s t im at e w o u l d n o t b e r e l i a b l e .
F i g . 5 2 a n d 5 3 s h o w t h e R T - P CR - O P d e t e c t i o n o f e n t e r o v i r u s e s i n s a m p l e s f r o m
e v e r y s t a g e o f t h e Se p t e m b e r m o d e l e x p e r im e n t . O v e r a l l , a c c o r di n g t o t h e p l a qu e a s s a y
r e s u l t s
,
R T - P C R - O P w a s a b l e t o d e t e c t le s s t h a n 1 PF U e n t e r o v i r u s e s
,
a n d t he a b i l i t y t o
d e t e c t a s l i t t l e a s 0 0 0 2 PF U w a s o b s e r v e d i n t h e F r e o n e x t r a c t e d s a m p l e f r o m t h i s
e x p e r im e n t .
B e g i n n i n g w it h t h e O c t o b e r e x p e r im e n t , n u m b e r s o f s e e d e d p o l i o v i r u s e s w e r e
fu r t h e r d e c r e a s e d f r o m th e l e v el s i n p r i o r e x p e r im e n t s . G i v e n t hi s l o w e r v i r u s l e v e l ,
i n f e c t i v it y a s s a y s h a d t o b e d o n e b y a q u a n t a l m e t h o d u s i n g 2 4 - w e l l p l a t e s . T hi s a l l o w e d
f o r r e a s o n a b l y p r e c i s e a n d a c c u r a t e d e t e c t i o n o f r e l a t iv e l y l o w v i r u s l e v e l s b y e x p r e s s i n g
t h e m a s M o st P r o b a bl e N u m b e r (M P N ) u n i t s . F o u r m o d e l e x p e r im e n t s w e r e p e r f o r m e d
I^ P (O c t o b e r , D e c e m b e r , Ja n u a r y , a n d M a y ) T h e p o l i o v i r u s s e e di n g i n t h e M a y ex p e r im e n t i s
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t h e l o w e st a n d e n t e r o v i r u s e s w e r e st i l l d e t e c t e d by R T - P C R - O P i n t h e s o l v e n t e x t r a c t e d ,
u l t r a fi l t e r e d
,
a n d T w e e n - 8 0 w a s h e d s a m p le s A s s u mm a ri z e d i n T a b l e 5 . 7 , n o
e n t e r o v i r u s e s w e r e d e t e c t ab l e b y R T - P CR - O P i n i n i t ia l s e e d e d (T ^ ) s a mp l e s in a l l o f t h e
f o u r l o w P V i n p u t e x p e ri m e n t s . O n l y t h e O c t o b e r a n d t h e D e c e mb e r c h l o r o f o r m
e x p e ri m e n t s a n d t h e O c t o b e r F r e o n e x p e ri m e n t y i e l d e d p o s i t iv e R T - P C R - O P s i g n a l s i n
r e s u s p e n d e d P E G p e ll e t s w h e n d i l u t e d 10 o r 1 0 0 - f o l d . A l l s o lv e n t e x t r a c t e d a n d
u l t r a fi lt e r e d s a m p l e s w e r e R T - P CR c o m p a t ib l e E n t e r o v i r u s e s w e r e a l s o d e t e c t e d in 7
o f 8 T w e e n - 8 0 s a m p l e s A c c o r d i n g t o c a l c u l a t e d
"
T o t a l P CR U " a n d P V i n p u t l e v e l s
e x p r e s s e d a s l o g i o P CR U /2 50 m l , a n a v e r a g e v i r u s l o s s o f 0 . 0 4 l o g j o P C RU (n = 8)
o c c u r r e d d u ri n g s o lv e n t e x t r a c t i o n a n d 1. 4 l o g i o P C R U (n = 8) l o s s e s o c c u r r e d a ft e r
u l t r a fi lt r a t i o n T w e e n - 8 0 w a s h r e c o v e r e d m o r e v i r u s e s ( 1 lo g i o P CR U o r h i g h e r ) i n F r e o n
e x p e ri m e n t s t h a n i n c h l o r o f o r m e x p e ri m e n t s . Sim i l a r t o t h e h i g h P V i n p u t e x p e ri m e n t s ,
R T - P C R - OP n e e d s t o b e p e r f o r m e d o n d i l u t i o n s o f s m a l l e r i n t e r v a l s t o o bt a i n m o r e
r e l i a b l e e s t im a t e s o f v i r u s r e c o v e r y e f fi c i e n c y
A p p e n d i x F i g . 3 t o 7 sh o w th e d e t e c t i o n o f e n t e r o v i r u s e s i n t h e s e e d e d se w a g e
s a m p l e s fi
'
o m t h e f o u r m o d e l e x p e ri m e n t s R T - P CR - O P w a s a bl e t o d e t e c t e n t e r o v i r u s e s
a t l e v e l s l e s s t h a n 1 MPN C U
,
w i t h p o s s i b l e d e t e c t i o n o f a s li t t l e a s 0 . 0 0 0 5 M PN C U .
T h e in fl u e n c e o f i n d i g e n o u s e n t e r o v i r u s e s i n s a m p l e d r a w s e w a g e b e c a m e m o r e
im p o r t a n t i n t h e e x p e ri m e n t s u s i n g l o w i n pu t l e v e l s o f p o l i o v ir u s s e e d . T h u s , f o r t h e
O c t o b e r
,
D e c e mb e r
,
a n d Ja n u a r y e x p e ri m e n t s , 3 m l o f e a c h o f t h e u n s e e d e d r a w s e w a g e
w a s P E G p r e c i p i t a t e d , c h l o r o f o r m e x t r a c t e d , a n d a s s a y e d b y R T - P C R - O P I n d i g e n o u s
e n t e r o v i r u s e s w e r e d e t e c t e d i n t h e O c t o b e r r a w s e w a g e a ft e r c hl o r o f o r m e x t r a c t i o n w h e n
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u n d i l u t e d
,
1/ 2 - l o g d i l u t e d , a n d 10 - f o ld di l u t e d (F i g 5 4 a n d A p p e n d i x T ab l e 5 ) T h e
e s t im a t e d t it e r by R T - P C R - O P w a s a b o u t 1 9 l o g j o (8 0 ) P CR U / 3 0 m l o r a b o u t 3 8 l o g i o
P C R U / 2 50 n i l I f t hi s q u a n t it y i s a d d e d t o t h e q u a n t i t y o f s e e d e d v i r u s e s (4 2 l o g j o P C R U )
t h e t o t a l e n t e r o v i r u s e s p r e s e n t a r e 4 3 5 l o g , o T h e q u a n t it y o f a d d e d v ir u s e s i s a b o u t t w i c e
t h e q u a n t i t y o f b a c kg r o u n d v i r u s e s B a s e d o n R T - P CR - O P d e t e c t i o n i n u l t r a fi l t e r
r e t e n t a t e s
,
e s t im a t e d p o li o v ir u s r e c o v e r y a n d d e t e c t i o n in t h e F r e o n e x t r a c t e d s a m p l e i s
a b o u t 3 2 8 l o g m o f a n e s t im a t e d m e a n e n t e r o v i r u s t o t a l o f 4 . 3 5 l o g j o , o r a b o u t 8 5%
r e c o v e r y H o w e v e r , i f t h e d a t a f o r R T - P CR d e t e c t i o n o f v i r u s e s i n T w e e n 8 0 w a s h e s a r e
i n c l u d e d w i t h t h o s e i n t h e u lt r a fi lt e r r e t e n t a t e s
,
t h e e s t im a t e d m e a n p o l i o v i r u s r e c o v e r y i s
4 . 0 3 l o g i o , w h i c h i s a b o u t 4 8% r e c o v e r y e f fi c i e n c y . I n t h e c h l o r o f o r m e x t r a c t e d s a m p l e
v i r u s r e c o v e r y i n t he u lt r a fi l t e r r e t e n t a t e i s 3 . 9 l o g ^o , w hi c h i s l o w e r t h a n t h e t o t a l
e n t e r o v i r u s e s e s t im a t e o f a b o u t 4 . 3 5 l o g n , I f t h e a m o u n t o f v i r u s r e c o v e r e d i n t h e T w e e n
8 0 w a s h (2 . 9 5 l o g m) i s i n c l u d e d , t h e t o t a l e n t e r o v i r u s e s d e t e c t e d a r e 3 . 9 5 l o g i o , w h i c h i s
s t i l l l o w e r t h a n t h e e s t im a t e d t o t a l p r e s e n t a n d r e p r e s e n t s a r e c o v e r y e f i c i e n c y o f a b o u t
4 0 % I f p o l i o v i r u s d e t e c t a b i l it y a n d r e c o v e r y b y R T - P CR - O P an d i n f e c t i v it y a r e
c o m p a r e d , i t i s s e e n t h a t i n t h e F r e o n e x t r a c t e d s a m p l e t h e c o mb i n e d r e c o v e r y (u lt r a fi l t e r
r e t e n t a t e p l u s T w e e n 8 0 w a s h) i s 4 1% by i n f e c t i v it y a n d 4 8% by R T - P CR - O P . F o r t h e
c hl o r o f o r m e x t r a c t e d s a mp l e r e c o v e r y i s 1 9 % b y in f e c t iv i t y a n d 4 0% by R T - P CR - O P .
I n d ig e n o u s e n t e r o v i r u s e s a l s o w e r e d e t e c t e d i n t h e u n d i l u t e d c h l o r o fo r m e x t r a c t e d
s a m p l e o f D e c e m b e r r aw s e w a g e w i th a w e a k p o s i t iv e b a n d o n t h e h y br i d iz e d m e m b r a n e
w h e n a 1 5 u l s a m p le o f R T - P CR p r o d u c t w a s e l e c t r o p h o r e s e d a n d t r a n s f e r r e d (F i g . 5 . 5
a n d A p p e n d i x T a b l e 6 ). T he b a c k g r o u n d v i r u s t i t e r i n t h e D e c e m b e r s a m p l e w a s a b o u t 2 . 8
50
l o g i o (6 6 7 ) P CR U T h e a d d e d p o l i o v im s e s a r e a b o u t 4 1 l o g l O P C R U , w hi c h g r e a t l y
e x c e e d s t h e b a c k g r o u n d , a n d t h e o v e r a l l t o t a l i s s t il l a b o u t 4 . 1 l o g i o P CR U B a s e d o n
t o t a l v i r u s e s d e t e c t e d b y R T - P CR - O P i n u l t r a fi h e r r e t e n t a t e s a n d T w e e n 8 0 w a s h e s , t h e
r e c o v e ri e s a r e 3 . 9 5 lo g i o P CR U a n d 3 0 l o g m P CR U i n t he F r e o n e x t r a c t e d a n d
c h l o r o f o r m e x t r a c t e d s a m p l e s , r e s p e c t i v e l y H e n c e t he R T - P CR - O P r e c o v e r y fr o m F r e o n
e x t r a c t e d s a m p l e i s a b o u t 7 . 1% a n d fr o m t h e c h l o r o fc ) r m e x t r a c t e d s a m p l e i t i s a b o u t
7 . 9 % . B a s e d o n i n f e c t iv i t y , t h e r e c o v e ri e s a r e 1 8 % a n d 4 9 % f o r t h e F r e o n a n d c h l o r o f o r m
s a m p l e s , r e sp e c t iv e l y . G iv e n t h e l a c k o f p r e c i s i o n o f t h e R T - P CR - O P a s s a y s , t h e
r e c o v e ri e s b y b o t h i n f e c t i v i t y a n d R T - P C R - O P a r e s im i l a r b e c a u s e t h e y d o n o t d i f fe r b y a n
o r d e r o f m a g n i t u d e .
N o R T - P CR pr o d u c t w a s d e t e c t a b l e i n t h e J a n u a r y r a w s ew a g e (A p p e n d i x
T a b l e 7 a n d A p p e n d ix F i g 8 ) . F r o m th e r e s u l t s o f R T - P CR - O P d e t e c t i o n i n t h e F r e o n
e x t r a c t i o n e x p e ri m e n t , 2 . 3 4 l o g i o P C RU a n d 2 9 5 l o g i o P CR U v i r u s r e c o v e ri e s w e r e
o b t a i n e d i n u l t r a fi l t e r r e t e n t a t e a n d T w e e n 8 0 w a s h
,
r e s p e c t i v e l y C o m p a r e d t o t h e i n p u t
p o l i o v i r u s l e v e l (3 7 l o g i o P C R U ) , t he c o mb i n e d r e c o v e r y w a s 3 . 0 5 l o g i o P CR U , o r a b o u t
2 2% . T hi s c a n b e c o m p a r e d t o t h e 6 6% r e c o v e r y e f fi c i e n c y e s t im a t e d b y i n f e c t i v i t y a s s a y s
I n t h e c hl o r o f o r m e x p e ri m e n t , 1 . 9 3 l o g m P CR U a n d 1. 9 5 l o g i o P C R U o f v i r u s e s w e r e
r e c o v e r e d i n t h e u h r a fi l t e r r e t e n t a t e a n d T w e e n 8 0 w a s h . T h e c o m b i n e d r e c o v e r y i s 2 . 2 4
l o g i o P CR U o r a b o u t 3 5% . w hi c h i s l o w e r t h a n 6 8 % r e c o v e r y o bt a in e d fr o m i n f e c t i v i t y
a s s a y s
A 2 5 0 m l v o l u m e o f t h e s a m e u n s e e d e d r a w s e w a g e a s u s e d i n t h e M a y e x p e r im e n t s
o n s e e d e d p o l io v i r u s w a s p r o c e s s e d f o r t h e d e t e c t i o n o f i n d i g e n o u s e n t e r o v i r u s e s . F i g 5 . 6
5 1
a n d A p p e n d i x T a b l e 8 s h o w t h at R T - P C R - O P a g a i n d e t e c t e d i n d i g e n o u s e n t e r o v i r u s e s i n
t h e c hl o r o f o r m e x t r a c t e d , u l t r a fi l t e r e d , a n d T w e e n - 8 0 w a s h e d s a m p l e s . A t o t a l o f 2 . 7 l o g j o
P CR U o f in d i g e n o u s e n t e r o v i r u s e s w a s m e a s u r e d i n c hl o r o fo r m e x t r a c t e d , u n s e e d e d
s a m p l e T h e e s t im a t e d a m o u n t o f i n d i g e n o u s e n t e r o v i r u s e s in t h e u l t r a fi lt e r r e t e n t a t e i s 1 . 8
l o g i o P CR U , w h i c h i n d i c a t e s t h a t v i r u s l o s s o c c u r r e d d u r i n g c e n t ri f u g a l u h r a fi l t r a t i o n .
T w e e n 8 0 w a sh r e c o v e r e d 1 8 l o g j o P CR U o f i n d ig e n o u s e n t e r o v i r u s e s . O v e r a l l 2 . 1 l o g ^ o
P CR U o f i n d ig e n o u s e n t e r o v i r u s e s w a s r e c o v e r e d i n u l t r a fi lt e r r e t e n t at e a n d T w e e n 8 0
w a s h
,
w h i c h i s 2 5 % o f t h e t o t a l a m o u n t o f e s t im a t e d i n d i g e n o u s e n t e r o v i r u s e s i n
c h l o r o f o r m e x t r a c t e d s a m p l e (2 7 l o g m P CR U ) . T h e a m o u n t o f a d d e d v i r u s e s i s a b o u t fi v e
t im e s t h e a m o u n t o f b a c k g r o u n d v i r u s e s T h e t o t a l q u a n t it y o f e n t e r o v i r u s e s p r e s e n t i n T ^
s a m p l e i s 3 4 8 l o g ^ P C R U , w h i c h i s o b t a i n e d b y a d di n g t h e e s t im a t e d qu a n t i t y o f
b a c k g r o u n d e n t e r o v ir u s e s (2 . 7 l o g j o P C RU ) t o t h e q u a n t i t y o f s e e d e d p o li o v i r u s e s ( 3 4
l o g i o P C R U ). B a s e d o n R T - P C R - O P d et e c t i o n i n u lt r a fi l t e r r e t e n t a t e s , e s t im a t e d v i r u s
r e c o v e r y a n d d e t e c t i o n i n t h e F r e o n e x p e ri m e n t i s a b o u t 1 9 9 l o g j o P C R U , o r a b o u t
3
. 2 % o f e s t i m a t e d t o t a l e n t e r o v i r u s (3 . 4 8 l o g j o P C R U ). T h i s r e s u lt c a n b e c o m p a r e d t o t h e
r e c o v e r y r a t e o b t a i n e d fi
"
o m t h e r e s u lt o f i n f e c t i v i t y a s s a y , 2 8 % I n c hl o r o f o r m e x p e ri m e n t ,
e s t im a t e d R T - P CR - O P d e t e c t i o n o f v i r u s in u l t r a fi l t e r r e t e n t a t e i s 1 . 9 0 l o g j o P CR U , w h i c h
i s e q u a l t o a r e c o v e r y r a t e o f 2 . 6 % T hi s n u m b e r i s l o w e r t h a n t h e r e c o v e r y r a t e o f 1 0 %
o b t a i n e d fi ^ o m t h e r e s u l t o f i n f e c t iv i t y a s s a y T h e s e p r o c e s s e d s a m p l e s fi
-
o m u n s e e d e d r aw
s e w a g e o f t h e M a y e x p e ri m e n t w e r e a l s o a s s a y e d by i n f e c t i v i t y a s s a y u s i n g B GMK c e l l s .
T h e c h l o r o f o r m e x t r a c t e d s a m p le h a d a t i t e r o f 4 M P N C U / m l , a n d t h e u l t r a fi l t e r e d s a m p l e
h a d a t it e r o f 7 M PN C U / m l
,
b u t n o c y t o p a t hi c e f fe c t w a s o b s e r v e d i n 3 2 m l o f t h e T ,, a n d
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2 5 0 u l o f t h e r e s u s p e n d e d P E G a n d T w e e n - 8 0 w a sh e d s a m p l e s .
T h e p o s i t iv e s i g n a l s o b t a i n e d i n t h e s t u di e s o f b a c k g r o u n d e n t e r o v ir u s e s i n a l l o f t h e
f o u r l o w P V i n p u t e x p e r im e n t s i n d ic a t e t h a t t h e r e s u l t s o f R T - P C R - OP d e t e c t i o n i n t h e
P V s e e d e d s e w a g e s a m p l e s m a y b e i n fl u e n c e d b y t he i n d i g e n o u s e n t e r o v i r u s e s I n o r d e r t o
v e r i fy t h a t t h e d e v e l o p e d c o n c e n t r a t i o n a n d pu r ifi c a t i o n p r o c e s s i s u s e fi j l f o r R T - P CR - O P
d e t e c t i o n o f l o w l e v e l s o f v ir u s e s i n s e w a g e , a n e x p e r im e n t o n e n t e r o v i r u s r e c o v e r y a n d
d e t e c t i o n fi ^ o m u n s e e d e d r a w s e w a g e w a s d o n e i n A p r i l a n d a s s a y e d b y R T - P C R - O P . 3 . 2
m l o f t he T
o
s a m p l e a n d 0 . 2 5 m l o f a l l t h e o t h e r s a m p l e s in t hi s A p r i l e x p e r im e n t p r o du c e d
n o c y t o p a t hi c e f f e c t s i n B GM K c e l l s H o w e v e r , R T - P CR - O P c o u l d d e t e c t e n t e r o v ir u s e s i n
u n di l u t e d F r e o n / c h l o r o f o r m e x t r a c t e d , u h r a fi l t e r e d , a n d T w e e n - 8 0 w a s h e d s a m p l e s (T a b l e
5 8 a n d F i g . 5 7) T a b l e 5 8 a l s o p r o v i d e s t h e i n f o r m a t i o n a b o u t t o t a l P C R U d e t e c t e d i n
s o lv e n t e x t r a c t e d
,
u lt r a fi l t e r e d
,
a n d T w e e n - 8 0 s a m p l e s . V i r u s l o s s e s m a y h a v e o c c u r r e d
du r i n g c e n t r i f u g a l u lt r a fi lt r a t i o n b e c a u s e F r e o n a n d c h l o r o f o r m e x t r a c t e d s a m p l e s h a d
h i g h e r t o t a l P C R U th a n t h e c o r r e s p o n d e d u l t r a fi l t e r e d s a m p l e s . 3 . 9 l o g j o P CR U (U l t + T w )
o f i n d i g e n o u s e n t e r o v i r u s e s w e r e r e c o v e r e d i n t h e F r e o n e x t r a c t i o n e x p e r im e n t a n d 3 6
l o g i o P C R U (U l t + T w ) w e r e r e c o v e r e d i n c hl o r o f o r m e x t r a c t i o n e x p e r im e n t T h e l a c k o f
v i r u s d e t e c t i o n i n t h e T
^
a n d r e s u s p e n d e d P E G p r e c i p i t at e m a y d u e t o a l o w i n d i g e n o u s
e n t e r o v i r u s c o n c e n t r a t i o n i n t h i s s e w a g e , o r t h e p r e s e n c e o f t o o m u c h R T - P CR i n h i b i t o r y
m a t e r i a l
,
o r b o t h
A n e x p e r im e n t w a s d o n e i n a n e f fo r t t o e x p l a i n t h e fi n di n g t h a t R T - P C R - O P
s e n s i t i v i t y o f d e t e c t i n g e n t e r o v i r u s e s i n s e w a g e s a m p l e s w a s 4 - f o l d h i g h e r i n t h e m o d e l
e x p e r im e n t s t h a t u s e d t h e M PN m e t ho d ( 0 . 0 0 0 5 i n f e c t i o u s u n i t s ) t h a n t h e o n e s t h a t u s e d
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t h e p l a q u e a s s a y (0 . 0 0 2 i n fe c t i o u s u n i t s ) . W h e n d i f f e r e n t d i l u t i o n s o f I X M E M o r P B S
b u f fe r c o n t a in i n g p o l i o v i r u s t y p e 1 w e r e a n a l y z e d s im u l t a n e o u s l y b y p l a q u e a s s a y a n d t h e
M PN m e t h o d , t h e M PN m e t ho d w a s f o u n d t o b e a s s e n s i t i v e a s t h e p l a q u e a s s a y (T a b l e
5 13 ) H o w e v e r , w h e n a I X M E M s o l u t i o n s e e d e d w i t h p o l i o v i r u s w a s a s s a y e d b y M PN
m e th o d a ft e r i t w a s fi l t e r e d t h r o u g h a 0 2 u m p o r e s i z e m e m b r a n e , t h e e s t im at e d
c o n c e n t r at i o n o f t h e s a m p l e c a l c u l a t e d f r o m M PN m e th o d a v e r a g e d 1 4 - f o l d l o w e r t h a n
t h e c o n c e n t r a t i o n d e r i v e d fr o m p l a q u e a s s a y . A s im il a r e x p e r im e n t w a s d o n e f o r
p o l i o v i r u s e s i n a s ew a g e s a mp l e s i n s t e a d o f a c l e a n s o l u t i o n t o c o m p a r e t h e M PN m e th o d
a ft e r a fi l t r a t i o n s t e p a n d d i r e c t p l a q u e a s s a y A s s h o w n i n T a bl e 5 . 1 3 , t h e M PN m e t h o d
w a s f o u n d t o b e 15 - f o l d le s s s e n s it i v e t h a n p l a q u e a s s a y V i r u s l o s s e s m ay o c c u r d u r i n g
t h e fi l t r a t i o n s t e p o f s a m p l e p r e p a r a t i o n f o r i n f e c t i v it y a s s a y a n d t hu s m a y e x p l a i n t he
o b s e r v e d h i g h s e n s i t i v i t y o f t he R T - P CR - O P d e t e c t i o n m e t h o d i n t h e m o d e l e x p e r im e n t s
t h a t u s e d t h e M PN m e t h o d f o r i n f e c t i v it y a s s a y I t i s l ik e ly t h a t t h e M PN a s s a y
u n d e r e s t im a t e d t h e t r u e v i r u s c o n c e n t r a t i o n by a b o u t 1 . 2 L o g j o , t h e r e b y m a k i n g R T - P C R -
O P d e t e c t i o n a b o u t a n e x t r a o r d e r o f m a g n i t u d e g r e a t e r in r e l at i v e v i r u s d e t e c t i o n .
H o w e v e r
,
t h i s i s o n l y o n e o f t h e p o s s ib l e r e a s o n s t ha t c o u ld e x p la i n t h e di f f e r e n c e i n R T -
P C R d e t e c t i o n Um it o r s e n s i t i v i t y . M o r e e x p e r im e n t s t o c o m p a r e d i f f e r e n t p r o c e d u r e s f o r
i n f e c t iv i t y a s s a y s n e e d t o b e d o n e f o r a s o l i d c o n c l u s i o n . T h e i n d i g e n o u s e n t e r o v i r u s e s in
s e w a g e t ha t c o u l d b e d e t e c t e d b y R T - P CR - O P bu t n o t b y i n f e c t i v i t y a s s a y s h o u l d b e
c o n s i d e r e d a n o t he r s o u r c e o f d i f fe r e n c e be t w e e n t he in f e c t i v i t y a n d R T - P C R - O P de t e c t i o n
l im i t s
4 2 . 2 N o r w a lk V i r u s :
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N o r w a l k v i r u s i n s e w a g e s a mp l e s w a s o n l y d o n e by R T - P CR - O P a ft e r t h e v i r a l
c a p s i d s w e r e o p e n e d b y h e a t i n g t o 9 9
° C f o r 5 m i n b e c a u s e a c e l l c u l t u r e a s s a y fo r t h e
v i r u s h a s n o t b e e n a v a il a b l e . Si x m o d e l e x p e r im e n t s w e r e d o n e f o r N o r w a l k v i r u s u s i n g t h e
8 F l l a st r a i n a n d 2 5 0 - m l v o l u m e s o f s e w a g e ; tw o a t 3
* 10 ' ^ P CR U
,
o n e a t 1 * 1 0
^ P C RU ,
t w o a t 5 * 1 0 ' P CR U
,
a n d o n e a t 5 * 1 0
*
P CR U . T a b l e 5 . 9 s u m m a r i e s t h e r e s u l t s f o r a l l s i x
e x p e r im e n t s N o r w al k v i r u s w a s o n l y d e t e c t ab l e i n t he fi r s t t h r e e T q s a m p l e s w hi c h ha d th e
h i g h e s t i n p u t l e v e l s o f 1- 3
* 10
* P CR U . N V w a s d e t e c t a b l e b y R T - P C R - O P i n 7 o u t o f 12
r e s u s p e n d e d P E G s a m p l e s w h e n d i lu t e d 10 - o r 1 0 0
- f o l d . T h e i n a b i li t y t o d e t e c t N V i n t h e
u n d i lu t e d a n d s o m e o f t h e d i lu t e d s a m p l e s i s p r o b a bl y d u e t o R T - P CR i n h i b i t o r s f r o m t h e
s ew a g e A l l o f t h e s a mp l e s a ft e r s o lv e n t e x t r a c t i o n w e r e R T - P CR - O P p o s i t iv e w h e n
u n d i lu t e d
,
bu t o n ly t h e s a mp l e s i n t h e fi r s t e x p e r im e n t , w h i c h h a d t h e h i g h e s t N V i n p u t s ,
w e r e p o s i t i v e w h e n di l u t e d 10 - a n d 10 0 - f o l d N o r w a l k v i r u s i n a ll o f t h e u l t r a fi l t e r e d
s a m p l e s w a s d e t e c t a b l e b y R T - P CR - O P , b u t o n l y in t h e fi r s t t h r e e m o d e l e x p e r im e n t s d i d
t h e s e n s i t i v i t y r e a c h t h e 1 , 0 0 0 - f o l d d i l u t io n s . T h e 0 . 1% T w e e n - 8 0 s o l u t i o n w a sh s t e p w a s
a d d e d i n t h e l a s t t h r e e e x p e r im e n t s R T - P CR - O P w a s a b l e t o d e t e c t N o r w a l k v i r u s in t h e
T w e e n - 8 0 w a s h
,
i n d i c a t i n g t h at s o m e N V r e m a i n e d o n t h e C e n t r i c o n - 1 0 0 fi l t e r s . F i g 5 . 8
t o 5 . 10 sh o w s th e R T - P CR - O P d e t e c t i o n r e s u l t s i n t w o e x p e r im e n t s t h a t h a d t h e l o w e s t
N o r w a l k v i r u s s e e d i n g s , e x p e r im e n t 5 w i t h 5 0 0 , 0 0 0 P C RU a n d e x p e r im e n t 6 w i t h 5 0 , 0 0 0
P CR U
T ab l e 5 . 1 0 s u m m a r i z e s t h e t o t a l N o r w a lk v i r u s d e t e c t e d by R T - P CR - O P . A n
a v e r a g e N V l o s s o f 2 7 L o g j o P C R U (n = 12 ) o c c u r r e d d u r i n g s o l v e n t e x t r a c t i o n a n d a ft e r
c e n t r i f u g a l u lt r a fi l t r a t i o n t h e l o s s w a s 2 . 3 L o g i o P CR U (n = 12 ) . T h e r e c o v e r y e fi c i e n c i e s
5 5
o f t h e T w e e n - 8 0 w a s h w e r e a s h i g h a s o r hi g h e r t h a n t h e c o r r e s p o n d i n g u l t r a fi lt r a t i o n
r e t e n t a t e s i n 5 o f 6 e x p e r im e n t s F o r r e s u s p e n d e d P E G p r e c i p it a t e s , v i r u s t i t e r s a r e
e x p r e s s e d o n l y a s P C RU /m l B e c a u s e o f t h e l i k e l y pr e s e n c e o f i n h i b i t o r y m a t e r i a l s i n t h e s e
s a m p l e s , R T - P C R - O P i s c o m p r o m i s e d a n d t hu s t h e N V t it e r c a l c u l a t e d fi
-
o m t h e R T - P C R -
O P p o s it i v e s i g n a l s m a y b e u n r e l i a b l e A s s h o w n i n T a b l e 5 10 , a v e r a g e N o r w a l k \ dr u s
r e c o v e r y e fl fi c i e n c y a ft e r t he s o l v e n t e x t r a c t i o n s t e p i n t h e p r o c e du r e i s o n l y 0 . 5 2 % (n = 12 ).
3 . 0 3 % (n = 12 ) o f t h e i n i t i a l N V w a s r e c o v e r e d in u l t r a fi l t e r r e t e n t a t e s a n d 1 . 0 6% (n = 6 ) i n
T w e e n 8 0 w a sh e s . I f t he v i r u s r e c o v e r i e s o f u l t r a fi l t e r r e t e n t at e s a n d t h e c o r r e sp o n di n g
T w e e n 8 0 w a s h i n e x p e ri m e n t s 4 , 5 a n d 6 a r e c o m b in e d , t h e a v e r a g e e fi c i e n c y i s 1 1 6%
(n = 6 ) T h e s e c a l c u l a t e d N V r e c o v e r y e f i c i e n c i e s fi o m t h e r e s u l t s o f R T - P CR - O P
d e t e c t i o n a r e g e n e r a l l y v e r y l o w R T - P C R - O P d e t e c t i o n w a s o n l y p e r f o r m e d o n s e ri a l ly
1 0 - f o l d d i lu t e d s a m p l e s s o t h a t t h e e st im a t e d r e c o v e r y e fi c i e n c i e s a r e n o t v e r y a c c u r a t e .
N e v e r t h e l e s s
,
t h e p o o r r e c o v e ri e s s u g g e s t t h a t t h i s m et h o d i s n o t v e r y e f f e c t i v e fo r
c o n c e n t r a t i o n a n d p u ri fi c a t i o n o f N o r w a l k v i r u s i n s e w a g e
4 . 2 3 . H e p a t i t i s A V i r u s :
B e fo r e t h e M PN m e t ho d w a s u s e d f o r qu a n t a l a n a l y s i s o f H A V i n s e e d e d s e w a g e
s a m p l e s , a c o m p a ri s o n w a s m a d e b e t w e e n t h e M PN a n d p l a q u e a s s a y T h i s c o m p a ri s o n
w a s d o n e i n p a r t b e c au s e o f t h e c o n c e r n t h a t H A V c y t o p a th i c e f f e c t s o n FR hK - 4 c e l l s
w o u l d b e d i fi c u l t t o o b s e r v e
,
t h e r e b y c a u s i n g a n u n d e r e s t im a t io n o f H A V p o s it i v e c u l t u r e
w e l l s T h e v i s i b l e C PE r e s u l t s w e r e r e c o r d e d fr o m t h e in o c u l a t e d 2 4 - w e l l p l a t e s a ft e r 14 -
d a y s o f i n c u b a t i o n . T h e n , t h e p l a t e s w e r e fr o z e n a n d t h a w e d o n c e t o r e l e a s e v i r u s e s fr o m
F R h K - 4 c e l l s
,
t h e m e di a i n e a c h w e ll w a s r e m o v e d t o s e p a r a t e t u b e s , F r e o n e x t r a c t e d
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tw i c e t o r e m o v e c e ll d e b ri s , s l o t b l o t t e d t o a n y l o n m e m b r a n e a n d fi n a ll y c o n fi n n e d w i t h
h y b ri d iz a t i o n u s i n g t h e H A V o l ig o p r o b e . I t w a s f o u n d t h a t t h e M PN m e t h o d u s i n g v i s ib l e
e x a m i n a t i o n o f CP E i n FR h K - 4 c e l l s w a s a s s e n s it i v e a s t he p l a q u e a s s a y , a n d t h e r e fo r e ,
d e t e c t i o n b y s l o t b l o t /h y bri d iz a t i o n w a s n o t n e c e s s a r y (T a b l e 5 . 1 4 )
F o r t h e s e w a g e c o n c e n t r a t i o n a n d p u ri fi c a t i o n p r o c e s s s t u d i e d , f o u r m o d e l
e x p e ri m e n t s w e r e d o n e I n t h e fi r s t t hr e e m o d e l e x p e ri m e n t s , 1 . 6
* 1 0
*
P F U o f H A V s t r a in
H M 17 5 w a s s e e d e d in t o a 2 50 m i s e w a g e s a mp l e s I n t h e fo u r t h e x p e ri m e n t , H A V s e e d i n g
w a s 10 - f o l d le s s
,
1 6 * 10 ' P F U / 2 5 0 m l T h e i n f e c t i v i t y a s s a y s f o r a l l t h e H A V s t u d i e s w e r e
a c c o m p l i s h e d b y M PN m e t h o d s u s i n g FR hK - 4 c e l l s b e c a u s e t h e s a m p l e v o l u m e s a v a i l a b l e
f o r a n a l y s i s w e r e l im i t e d . T a b l e 5 1 1 su mm a ri z e s t h e r e c o v e r y o f H A V fi
-
o m e a c h s t e p o f
t h e p r o c e s s e s A c c o r d i n g t o M PN a s s a y r e s u l t s , t h e H A V c o n c e n t r a t i o n s o f T , , s a m p l e s i n
a l l f o u r e x p e ri m e n t s w e r e a b o u t 9 - f o l d l e s s t h a n t h e s e e d e d H A V c o n c e n t r a t i o n s . B a s e d
o n t h e M P N t it e r s o f d e t e c t a b l e H A V in s e e d e d s e w a g e , a n a v e r a g e o f 8 4% (n = 8 ) o f H A V
w a s r e c o v e r e d by N a C l a n d PE G p r e c i p i t a t i o n , 7 5% (n = 8) b y s o l v e n t e x t r a c t i o n , 10 %
(n = 8 ) a ft e r u lt r a fi Ur a t i o n , a n d 2% (n = 8 ) w a s r e c o v e r e d fi - o m t he C e n t ri c o n - 1 0 0 fi l t e r
m e mb r a n e b y a T w e e n - 8 0 w a s h . T h e s e d a t a c a n b e c o m p a r e d w it h t h o s e fi
-
o m
m e t h o d o l o g y c o n t r o l s a m p l e s , w hi c h r e c e i v e d n o c h e m i c a l t r e a t m e n t s I n t h e s e s a m p l e s ,
5 % w a s r e c o v e r e d by p r e c ip i t a t i o n w i t h o u t N a C l a n d P E G a n d 2 % a ft e r u l t r a fi l t r a t i o n .
T h e r e c o v e r y r a t e s o f P E G r e s u s p e n d e d s a m p l e s w e r e 8 6% (n = 4 ) i n F r e o n e x t r a c t e d
s a m p l e s a n d 8 3 % (n = 4) i n c hl o r o f o r m e x t r a c t e d s a m p l e s . B a s e d o n t h e fi n d i n g t h a t t h e s e
t w o r e c o v e r y e fi c i e n c i e s a r e n o t s i g n i fi c a n t ly di f f e r e n t b y a t w o - t a il p a i r e d T - t e s t ,
c h l o r o f o r m e x t r a c t i o n r e c o v e r e d h ig he r H A V ( 84 % ) t h a n F r e o n e x t r a c t i o n (6 6 % ) . F o r
5 7
b o t h s o l v e n t e x t r a c t s t h e r e w a s a 1 0 % r e c o v e r y e f fi c i e n c y a ft e r c e n t r if u g a l u lt r a f i l t r a t i o n
a n d 12 % r e c o v e r y b y T w e e n - 8 0 w a s h
E x p e r im e n t s o n R T - P CR - O P d e t e c t i o n o f H A V i n s ew a g e s a m p l e s w e r e d o n e
imm e d i a t e l y a ft e r t h e v i r a l c a p s i d s w e r e o p e n e d b y a 5 - m i n h e a t in g at 9 9^ f o r 5 m i n . T h e
r e s u h s a r e s u mm a ri z e d i n T a b l e s 5 . 1 2 . A c c o r d i n g t o c a l c u l a t e d t o t a l P C R U , a n a v e r a g e
H A V l o s s o f 1 9 l o g i o P C RU (n = 8 ) o c c u r r e d d u ri n g s o l v e n t e x t r a c t i o n a n d t h e r e w a s a 1 . 3
l o g i o P CR U (n = 8 ) a ft e r c e n t ri f u g a l u l t r a f i l t r a i o n . T h e r e c o v e r y e f fi c i e n c i e s c a l c u l a t e d fr o m
t h e t o t a l P CR U o f e a c h s a m p l e a r e U st e d i n T a b l e 5 1 1 . I n t h e fi r s t 3 e x p e ri m e n t s , a n
a v e r a g e o f 3 3% (n = 6 ) a n d 2 . 7% (n = 6 ) o f H A V w a s r e c o v e r e d i n t h e u l t r a fi l t e r r e t e n t a t e s
a n d T w e e n 8 0 w a s h e s
,
r e s p e c t iv e l y T h e s e t w o r e c o v e ri e s c a n b e c o m b i n e d t o y i e l d a
3 5 7% r e c o v e r y e f fi c i e n c y I n e x p e ri m e n t 4 w hi c h h a d a 10 - f o l d l o w e r H A V i n p u t , t h e
r e c o v e r y e f fi c i e n c i e s o bt a in e d fr o m t he r e s u h s o f R T - P C R - O P d e t e c t i o n a r e m u c h l o w e r
t h a n t h e fi r s t e x p e ri m e n t s : 0 17% (n = 2 ) i n u l t r a fi lt e r r e t e n t a t e s a n d 0 0 2 5% (n = 2 ) i n
T w e e n 8 0 w a s h e s
C o m p a r e d t o t h e H A V c o n c e n t r a t i o n s i n s a m pl e s a s s a y e d b y t h e M PN m e t h o d a n d
p r e c e d e d b y a fi l t r a t i o n s t e p , R T - P CR - O P w a s a b l e t o d e t e c t l e s s t h a n 1 M PN CU o f
H A V i n s e w a g e s am p l e s , w i t h d e t e c t i o n li m i t s r a n g in g fr o m 0 . 0 0 0 1 t o 4 M PN CU F i g
5 . 1 1 t o 5 . 1 4 sh o w th e d e t e c t i o n o f H A V b y R T - P CR - O P i n e x p e ri m e n t s 2 an d 4 , o n e w i t h
1 6 * 1 0
*
P F U / 2 5 0 m l s e w a g e a n d t h e o t h e r w i t h 1 . 6
* 1 0
^
P F U / 2 5 0 m l H A V se e d i n g .
T hr e e m l v o lu m e s o f u n s e e d e d r a w s e w a g e s a m p l e s fr o m m o d e l e x p e ri m e n t s 1- 3
w e r e N a C l a n d P E G p r e c i p i t a t e d a n d c hl o r o f o r m e x t r a c t e d f o r e x a m i n a t i o n i n d ig e n o u s
H A V I n e x p e ri m e n t 4 , 2 5 0 m l o f u n s e e d e d r a w s e w a g e s a m p l e w a s p r o c e s s e d b y N a C l
5 8
a n d P E G p r e c i p it a t i o n , c h l o r o f o r m e x t r a c t i o n , c e n t r i f u g a l u l t r a fi l t r a t i o n , a n d T w e e n
- 8 0
w a s h N o i n d i g e n o u s H A V w e r e d e t e c t e d by R T - P C R - O P i n 1 0 u l v o l u m e s o f a l l o f t h e s e
p r o c e s s e d s e w a g e s a m p l e s .
E x p e r i m e n t s s im i l a r t o t ho s e f o r p o l i o v i r u s e s w e r e d o n e f o r H A V i n w h i c h t h e d i r e c t
p l a q u e a s s a y w a s c o m p a r e d t o t h e M PN a s s a y m e t ho d p r e c e e d e d b y a fi lt r a t i o n s t e p H A V
c o n c e n t r a t i o n s i n a I X M E M bu ff e r s u bj e c t e d t o t h e fi l t r a t i o n - M PN a s sa y m e t h o d h a d 2 -
f o l d l o w e r t i t e r s t h a n t h o s e f r o m d i r e c t p l a q u e a s s a y , a n d w e r e 3 8 - f o l d ( 1 . 6 L o g i o ) l o w e r
i n s e w a g e s a m p l e s V i r u s l o s s e s m a y o c c u r du r i n g t he fi l t r a t i o n s t e p a n d t h u s m a y e x p l a i n
t h e o b s e r v e d h i g h s e n s i t i v i t y o f t h e R T - P C R - O P d e t e c t i o n m e t h o d i n t h e m o d e l
e x p e r im e n t s t h a t u s e d t h e M PN m e th o d f o r i n f e c t i v it y a s s a y . I t i s l i k e ly t h a t t h e MPN
a s s a y u n d e r e s t im a t e d t h e t r u e v ir u s c o n c e n t r a t i o n b y a b o u t 1 6 L o g j o , t h e r e b y m a k i n g R T
-
P CR - O P d e t e c t i o n a b o u t a n e x t r a o r d e r o f m a g n i t u d e g r e a t e r in r e l a t i v e v i r u s d e t e c t i o n
4 . 3 G u a n i d i n i u m T h i o c y a n a t e - P h e n o l - C hl o r o f o r m E x t r a c t i o n
G u a n i d i n i u m t hi o c y a n a t e - p h e n o l - c hl o r o f o r m e x t r a c t i o n o f p r o c e s s e d s e w a g e s a m p l e s
f o l l o w e d by R T - P CR - O P w a s a p p l i e d t o v i r u s d et e c t i o n i n s o m e o f t h e s e s a mp l e s be c a u s e
o f a p p a r e n t s a m p l e i n h ib i t i o n o f R T - P CR . T hu s , t he r e m a y b e v i r u s e s i n t h e s e s a m p l e s bu t
t h e y w e r e n o t d e t e c t a b l e by d i r e c t R T - P CR - O P a ft e r h e a t i n g t o r e l e a s e v i r a l R N A .
G u a n i d i n i u m e x t r a c t i o n i s c o n s i d e r e d a n e x c e l l e n t m e th o d t o p u ri f y R N A f o r s u b s e q u e n t
a n a l y s e s I n o r d e r t o c o m p a r e d ir e c t R T - P C R - O P a n d G u a n i d i n i u m t h i o c y a n a t e
e x t r a c t i o n - R T - P CR - O P d e t e c t i o n m e t h o d s
, p o li o v i r u s e s w e r e a d d e d t o s a m p l e s o f P B S
bu f e r a n d r a w s e w a g e A l iq u o t s w e r e s u bj e c t e d t o g u a n i d in i u m e x t r a c t i o n a n d o t h e r s
w e r e n o t B o t h w e r e s u bj e c t e d t o R T - P C R - O P . F i g 5 . 1 s ho w s th a t t h e t w o m e t h o d s c a n
5 9
b o t h d e t e c t 0 0 3 P F U o f p o l i o v i r u s e s i n P B S b u f f e r , b u t in r aw s e w a g e th e s e n s i t iv i t y o f
R T - P C R - O P d e t e c t i o n a ft e r G u a n i d i n i u m e x t r a c t i o n i s 1 0 0 - f o l d g r e a t e r (0 . 0 3 P F U ) t h a n
f o r d i r e c t R T - P CR - O P (3 P FU ) .
S e w a g e s a m p l e s fr o m tw o e x p e r im e n t s , Se p t e m b e r a n d O c t o b e r , w e r e u s e d t o
c o m p a r e t h e d e t e c t i o n o f p o li o v i r u s e s b y t h e t w o m e t h o d s T w e n t y m i c r o Ht e r (2 0 u l ) o f a
s e w a g e s a m p l e w a s d i v i d e d in t o t w o 10 u l s a m p l e s , o n e d e t e c t e d b y g u a n i d i n i u m
t h i o c y a n a t e e x t r a c t i o n - R T - P CR - O P a n d o n e by d i r e c t R T - P C R - O P . E n t e r o v i r u s e s i n t h e
t w o T
o
a n d th e f o u r r e s u s p e n d e d P E G p r e c i p i t a t e s a mp l e s w e r e n o t d e t e c t a b l e b y d i r e c t
R T - P C R - O P . F i g u r e s 5 15 a n d 5 . 1 6 s h o w t h a t i n t h e S e p t e m b e r e x p e r im e n t g u a n i d in i u m
e x t r a c t i o n c o u l d fu r t h e r c l e a n u p T ^ a n d P E G r e s u s p e n d e d s a m p l e s a n d m a k e R T - P CR - O P
d e t e c t i o n p o s s ib l e T h e T , , s a m p l e (0 . 0 2 8 M PN CU / l Ou l ) fr o m t h e O c t o b e r e x p e r im e n t w a s
n o t p o s i t i v e b y gu a n i d in i u m th i o c y a n a t e e x t r a c t io n - R T - P C R - O P , b u t t h e t w o r e s u s p e n d e d
P E G p r e c i p i t a t e s a m p l e s w e r e p o s i t i v e . E n t e r o v i r u s e s i n s o l v e n t e x t r a c t e d , u lt r a fi l t e r e d ,
a n d T w e e n - 8 0 w a s h e d s a m p l e s w e r e d e t e c t a b l e b y d i r e c t R T - P CR a n d G u a n i d i n i u m
e x t r a c t io n R T - P CR . T h e s e r e s u l t s i n di c a t e t h a t g u a n i d i n i u m e x t r a c t i o n g r e a t ly im p r o v e s
R T - P CR d e t e c t i o n o f v ir u s e s i n s a m p l e s c o n t a in i n g a p p r e c i ab l e o f a m o u n t s o f i n h i b i t o r s
H o w e v e r
,
i n c l e a n e r s a m p l e s g u a n i d in i u m e x t r a c t i o n m a y n o t b e n e c e s s a r y fo r R T - P C R
d e t e c t i o n o f v i r u s e s .
T a b l e 5 . 1 . R E C O V E R Y O F P O L I O V I R U S I N S E WA G E P U R I F I C A T I O N A N D C O N C E N T R A T I O N P R O C E S S
( u n i t : P F U o r M P N C U )
F r e o n E x t r a c t i o n C h l o r o f o r m E x t r a c t i o n
D a t e o f e x p e c t e d m e a s u r e d
p r o c e s s P V i n p u t P V i n p u t R e s p E x t U l t T w R e s p E x t U l t T w
4 / 1 9 / 9 3 2 0 , 0 0 0 P F U 1 8 , 0 0 0 P F U 1 1 , 7 0 5
/ l O m l / l O m l 6 5 %
6 / 1 7 / 9 3 3 3 , 7 5 0 P F U 3 2 , 4 0 0 P F U 1 7 , 1 5 0
/ 2 2 5 m l / 2 2 5 m l 5 3 %
7 / 6 / 9 3 5 0 , 0 0 0 P F U 5 2 , 0 0 0 P F U 1 2 , 4 4 3
/ 2 5 0 m l / 2 5 0 m l 2 4 %
9
,





















8 8 5 8
,
8 6 5 4
,
5 8 2
5 5 % 4 9 % 2 5 %
1 6
,
9 9 1 1 3
,
6 6 7 1 4
,
9 0 0
5 3 % 4 2 % 4 6 %
1 8
,
1 3 5 1 0
,
4 2 9
3 5 ^ 2 0 ?
8
,
0 0 0 P F U 8
,
9 2 5 P F U
/ 2 5 0 m l / 2 5 0 m l
5
,
0 0 0 P F U 5
,
0 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l / 2 5 0 m l
5 0 0 P F U 7 1 0 M P N C U
/ 2 5 0 m l / 2 5 0 m l
4 0 0 P F U 3 1 4 M P N C U
/ 2 5 0 m l / 2 5 0 m l
1 5 0 P F U 1 4 5 M P N CU
/ 2 5 0 m l / 2 5 0 m l
7 5 P F U
/ 2 5 0 m l
8 0 MP N C U



































7 3 0 1 8 8
1 5 % 4 %
1 2 1 1 7 0



















































0 3 6 5 5 5





8 / 3 / 9 3
9 / 1 / 9 3
1 0 / 6 / 9 3
1 2 / 1 / 9 3
1 / 1 9 / 9 4
5 / 3 1 / 9 4
4 / 1 1 / 9 4 0 P F U / 2 5 0 m l N o C P E o b s e r v e d i n 3 . 2 m l o f T o a n d 2 5 0 u l o f a l l t h e o t h e r s a m p l e s .
5 5 1 0 1
1 7 % 3 2 %
8 0 1 9
5 5 % 1 3 %
8 5 9
1 0 % 7 4 %
* * P e r c e n t R e c o v e r y i s b a s e d o n m e a s u r e d P V i n p u t .
T a b l e 5 . 2 . R E C O V E R Y O F H I G H I N P U T P O L I O V I R U S I N S E WA GE C O N C EN T R A T I O N A N D PU R I F I CA T I O N
P R O C E S S
D a t e o f
p r o c e s s
P V i n p u t
P o l i o v i r u s R e c o v e r y
F r e o n E x t r a c t i o n C h l o r o f o r m E x t r a c t i o n
e x p e c t e d m e a s u r e d R e s p E x t U l t T w R e s p E x t U l t T w
4 / 1 9 / 9 3
6 / 1 7 / 9 3
7 / 6 / 9 3
8 / 3 / 9 3
9 / 1 / 9 3
2 0
,
0 0 0 P F U
/ l O m l
3 3
,
7 5 0 P F U
/ 2 2 5 m l
5 0 , 0 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
8
,
0 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
5
,
0 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
1 8
,
0 0 0 P F U
/ l O m l
3 2
,
4 0 0 P F U
/ 2 2 5 m l
5 2
,
0 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
8
,
9 2 5 P F U
/ 2 5 0 m l
5
,
0 0 0 P F U
















5 5 ? 4 9 ?
6 1 % 4 0 %
2 5 ?
5 3 % 4 2 % 4 6 %
3 5 % 2 0 %
6 % —
9 3 % 4 3 % 2 1 % 1 1 %
M e a n P e r c e n t R e c o v e r y
S t a n d a r d d e v i a t i o n
5 8 5 3 5 % 2 5 ?
2 3 % 1 4 % 2 5 ?
5 9 % 3 9 % 2 1 %
2 1 % 1 1 % 1 6 %
* * V i r u s p e r c e n t r e c o v e r y i s b a s e d o n m e a s u r e d P V i n p u t ,
T a b l e 5 . 3 . R E C O V E R Y O F L O W I N P U T P O L I O V I R U S I N S E W A G E C O N C E N T RA T I O N A N D PU R I F I C A T I O N
P R O C E S S
D a t e o f
p r o c e s s
P V i n p u t
P o l i o v i r u s R e c o v e r y
F r e o n E x t r a c t i o n C h l o r o f o r m E x t r a c t i o n
e x p e c t e d m e a s u r e d R e s p E x t U l t T w U l t + T w R e s p E x t U l t T w U l t + T w
1 0 / 6 / 9 3
1 2 / 1 / 9 3
1 / 1 9 / 9 4
5 / 3 1 / 9 4
5 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
4 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
1 5 0 P F U
/ 2 5 0 m l
7 5 P F U
/ 2 5 0 m l
7 1 0 M P N C U
/ 2 5 0 m l
3 1 4 M P N C U
/ 2 5 0 m l
1 4 5 M P N C U
/ 2 5 0 m l
8 0 M P N C U
/ 2 5 0 m l
7 9 % 1 2 % 1 7 % 2 4 % 4 1 %
9 2 % 1 1 6 % 6 % 1 2 % 1 8 =
1 3 2 % 8 0 % 3 5 % 3 1 % 6 6
'
8 0 % 4 9 % 2 8 % 4 % 3 2 =
5 2 % 6 8 % 1 0 5 1 9 ^
7 7 % 5 5 % 1 7 % 3 2 % 4 9 %
7 3 % 4 0 4 % 5 5 % 1 3 % 6 8 %
3 8 9 % 8 8 % 1 0 % 7 4 % 8 4 %
M e a n r e c o v e r y
S t a n d a r d d e v i a t i o n
6 9 % 6 4 % 2 2 % 1 8 % 3 9 %
2 5 % 4 4 % 1 3 % 1 2 % 2 0 %
6 7 % 7 0 % 2 3 % 3 2 % 5 5 %
( n = 3 ) ( n = 3 )
1 3 % 1 7 % 2 2 % 3 0 % 2 8 %
* * P e r c e n t R e c o v e r y i s b a s e d o n m e a s u r e d P V i n p u t .
T a b l e 5 . 4
D a t e o f
p r o c e s s
R E C O V E R Y O F P O L I O V I R U S I N S E WA G E P U R I F I CA T I O N A N D C O N C E N T R A T I ON PR O C E S S
( F r e o n e x t r a c t i o n )
P V i n p u t R e c o v e r y
e x p e c t e d m e a s u r e d R e s p E x t U l t T w U l t + T w
4 / 1 9 / 9 3
6 / 1 7 / 9 3
7 / 6 / 9 3
8 / 3 / 9 3
9 / 1 / 9 3
1 0 / 6 / 9 3
1 2 / 1 / 9 3
1 / 1 9 / 9 4
5 / 3 1 / 9 4
2 0 . 0 0 0 P F U
/ l O m l
3 3
,
7 5 0 P F U
/ 2 2 5 m l
5 0
,
0 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
8
,
0 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
5
,
0 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
5 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
4 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
1 5 0 P F U
/ 2 5 0 m l
7 5 P F U
/ 2 5 0 m l
1 8
,
0 0 0 P F U
/ l O m l
3 2 , 4 0 0 P F U
/ 2 2 5 m l
5 2
,
0 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
8
,
9 2 5 P F U
/ 2 5 0 m l
5
,
0 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
7 1 0 M P N C U
/ 2 5 0 m l
3 1 4 M P N C U
/ 2 5 0 m l
1 4 5 M P N C U
/ 2 5 0 m l
8 0 M P N C U






































M e a n p e r c e n t r e c o v e r y 7 4 . 6 % 4 7 . 9 % 2 3 . 4 % 1 5 . 0 % 3 5 . 2 %
S t a n d a r d d e v i a t i o n 3 0 . 2 % 3 2 . 8 % 1 7 . 0 % 1 2 . 1 % 1 9 . 7 %
* * P e r c e n t R e c o v e r y i s b a s e d o n m e a s u r e d P V i n p u t .
T a b l e 5 . 5 . R E C O V E R Y O F P O L I O V I R U S I N S E WA G E P U R I F I C A T I O N A N D C O N C EN T RA T I O N P R O C E S S
( C h l o r o f o r m e x t r a c t i o n )
D a t e o f
p r o c e s s
P V i n p u t R e c o v e r y
e x p e c t e d m e a s u r e d R e s p E x t U l t T w U l t + T w
4 / 1 9 / 9 3
6 / 1 7 / 9 3
7 / 6 / 9 3
8 / 3 / 9 3
9 / 1 / 9 3
1 0 / 6 / 9 3
1 2 / 1 / 9 3
1 / 1 9 / 9 4
5 / 3 1 / 9 4
2 0 . 0 0 0 P F U
/ l O m l
3 3
,
7 5 0 P F U
/ 2 2 5 m l
5 0
,
0 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
8
,
0 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
5
,
0 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
5 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
4 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
1 5 0 P F U
/ 2 5 0 m l
7 5 P F U
/ 2 5 0 m l
1 8 , 0 0 0 P F U
/ l O m l
3 2 , 4 0 0 P F U
/ 2 2 5 m l
5 2
,
0 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
8
,
9 2 5 P F U
/ 2 5 0 m l
5
,
0 0 0 P F U
/ 2 5 0 m l
7 1 0 M P N C U
/ 2 5 0 m l
3 1 4 M P N C U
/ 2 5 0 m l
1 4 5 M P N C U
/ 2 5 0 m l
8 0 M P N C U





































M e a n p e r c e n t r e c o v e r y 6 2 . 4 % ; n = 8 5 0 . 6 % ; n = 8 2 2 . 1 % 2 7 . 8 % 5 0 . 4 %
S t a n d a r d d e v i a t i o n 1 8 . 0 % 2 0 . 4 % 1 7 . 4 % 2 7 . 4 % 2 6 . 3 %
* * P e r c e n t R e c o v e r y i s b a s e d o n m e a s u r e d P V i n p u t .
T a b l e 5 . 6 . R T - P C R - O P D E T E C T I O N I N H I G H P O L I O V I R U S S E E D E X P E R I M E N T S
D a t e
P V i n p u t
e x p e c t e d m e a s u r e d
s a i t i
p i e
F r e o n E x t r a c t i o n
P F U
/ m l
T o t a l
P F U
T o t a l
P C R U
R T - P C R
u 1 2 3 4
C h l o r o f o r m E x t r a c t i o n
P F U
/ m l
T o t a l
P F U
T o t a l
P C R U
R T
- P C R
u 1 2 3 4
6 / 1 7
/ 9 3
3 3 7 5 0 P F U
o r
6 . 1 L o g
P C R U
/ 2 2 5 m l
3 2 4 0 0








3 5 0 0
2 2 9 5
2 7 6 1
3 2 4 0 0
1 7 1 5 0
1 1 2 4 6





+ + + -
+ + + +
+ -
1 4 4
4 1 1 4
3 3 0 9
6 8 7 5
3 2 4 0 0
1 6 9 9 1
1 3 6 6 7




- + + - -
+ + - - -
+ + + + +
7 / 6
/ 9 3
5 0 0 0 0 P F U
o r
6 . 2 L o g
P C R U
/ 2 5 0 m l
5 2 0 0 0 P F U






2 7 0 5
2 9 1 7
3 6 6 7
5 2 0 0 0
1 2 4 4 3
1 3 4 1 8







3 5 9 1
2 0 6 5
5 3 2 6
5 2 0 0 0
1 8 1 3 5
1 0 4 2 9








8 0 0 0 P F U
o r
5 . 4 L o g
P C R U
/ 2 5 0 m l
8 9 2 5 P F U






1 0 6 8
7 0 5
8 4 1
8 9 2 5
5 1 2 6








1 1 1 4
7 2 7
1 7 6 6
8 9 2 5
5 4 0 3









5 0 0 0 P F U
o r
5 . 2 L o g
P C R U
/ 2 5 0 m l
5 0 0 0 P F U











5 0 0 0
4 4 3 5






- 4 - + +
+ + + +
+ + + +




1 3 6 4
9 2 5
5 0 0 0
4 6 6 5
2 1 4 4





- + + -
+ + + -
+ + + -
+ + + +
* * " u 1 2 3 4 " i n d i c a t e u n d i l u t e d , 1 0 - , 1 0 0 - , 1 0 0 0 - , a n d 1 0 0 0 0 - f o l d d i l u t e d s a m p l e s .
T a b l e 5 . 7 . R T - P C R - O P D E T E C T I O N I N L O W P O L I O V I R U S S E E D E X P E R I M E N T S
D a t e
P V i n p u t
e x p e c t e d m e a s u r e d
s a m
p i e
F r e o n E x t r a c t i o n
M P N C
U / m l
T o t a l
M P N C U
P C R U
/ m l
T o t a l
P C R U
R T - P C R
u 1 2 3
C h l o r o f o r m E x t r a c t i o n
M P N C
U / m l
T o t a l
M P N C U
P C R U
/ m l
T o t a l
P C R U
R T - P C R
U 1 2 3
1 0 / 6
/ 9 3
5 0 0 P F U
o r
4 . 2 L o g
P C R U
/ 2 5 0 m l
7 1 0
M P N C U
























- + + +
+ + + -
+ + - -



















- - + +
+ + + +
+ + + -
+ + - -
1 2 / 1
/ 9 3
4 0 0 P F U
o r
4 . 1 L o g
P C R U
/ 2 5 0 m l
3 1 4
M P N C U













































1 / 1 9
/ 9 4
1 5 0 P F U
o r
3 . 7 L o g
P C R U
/ 2 5 0 m l
1 4 5
M P N C U












































5 / 3 1
/ 9 4
7 5 P F U
o r
3 . 4 L o g
P C R U
/ 2 5 0 m l
8 0
M P N C U








































< 0 . 8




1 0 0 -
,
a n d 1 0 0 0 - f o l d d i l u t e d s a m p l e s .
T a b l e 5 . 8 . D E T E C T I O N O F I N D I G E N O U S E N T E R O V I R U S E S I N S E WA G E C O N C E N T R A T I O N A N D P U R I F I C A T I O N
P R O C E S S ( D a t e : A p r i l 1 1 , 1 9 9 4 )
S a m p l e
F r e o n E x t r a c t i o n C h l o r o f o r m E x t r a c t i o n
P C R U T o t a l P C R U
V o l u m e / m l ( l o g )
R T - P C R
- O P
u 0 . 5 1
P C R U T o t a l P C R U
V o l u m e / m l ( l o g )
R T - P C R - O P
u 0 . 5 1
T O




2 5 0 m l
5 . 9 m l
4 . 9 m l 1 0 0
0 . 8 m l 1 0 0




2 5 0 m l




4 . 8 m l 1 0 0 2 . 8
3 9 m l 1 0 0 1 . 8
. 6 m l 1 0 0 1 . 8
+
+
* * N o c y t o p a t h i c e f f e c t w a s o b s e r v e d i n 3 . 2 m l o f T O a n d 2 5 0 u l o f a l l t h e o t h e r s a m p l e s .
* * " u 0 . 5 1 " i n d i c a t e u n d i l u t e d
,
l / 2 L o g d i l u t e d , a n d 1 0 - f o l d d i l u t e d s a m p l e s .
T a b l e 5 . 9 . D E T E C T I O N O F N O R WA L K V I R U S E S I N S E W A G E B Y R T - P C R - O P
E x p .































P C R U / 2 5 0 m l
S o l ¬
v e n t F r C h F r C h F r C h F r C h F r C h F r C h
T O





- 2 - 2
- 3
u n d u n d
- 1 - 1
- 2 - 2
u n d u n d
- 1 - 1
- 2 - 2
- 3
( n o t d o n e )
- 2
u n d u n d
u n d u n d
- 1 - 1
- 2 - 2
- 3 - 3
( n o t d o n e )
- 2
- 1 - 1
- 2









( n o t d o n e )




















u n d u n d u n d
* " u n d "
,
" - 1 "
,
" - 2 "
,




1 0 0 -
,
a n d l O O O - f o l d d i l u t e d s a m p l e s ,
* " F r " o r " C h " i n d i c a t e F r e o n o r c h l o r o f o r m w a s u s e d f o r t h e s o l v e n t e x t r a c t i o n s t e p .
T a b l e 5 . 1 0 . N O R WA L K V I R U S T I T E R D E T E R M I N E D B Y R T - P C R - O P ( u n i t : L o g P C R U )
E x p e r i m e n t
N V i n p u t 6 . 5 / 2 5 0 i n l 6 . 5 / 2 5 0 m l 6 . 0 / 2 5 0 m l 5 . 7 / 2 5 0 m l 5 . 7 / 2 5 0 m l 4 . 7 / 2 5 0 m l
S o l v e n t F r C h F r C h F r C h F r C h F r C h F r C h
R e s p / m l
E x t
/ m l
T o t a l
R e c o v .
4 4
4 . 7 4 . 7
1 . 6 % 1 . 6 ?
2 2
2 . 7 2 . 7
. 0 1 6 % . 0 1 6 %
2 2
2 . 8 2 . 8
. 0 6 3 % . 0 6 3 5
2 2
2 . 8 2 . 8
0 . 1 3 % 0 . 1 3 %
2 2
2 . 9 2 . 9
0 . 1 6 % 0 . 1 6 5
2 2
2 . 8 2 . 7
1 . 3 % 1 . 0 ?
U l t
/ m l
T o t a l
R e c o v .
4 5
4 . 1 5 . 0
0 . 4 0 % 3 . 2 ?
5 5
5 . 0 4 . 5
3 . 2 % 1 . 0 %
5 5
5 . 3 4 . 9
2 0 % 7 . 9 %
3 2
3 . 1 2 . 1
0 . 2 5 % 0 . 0 2 5 %
2 2
2 . 3 1 . 9
0 4 0 % . 0 1 6 ?
2 2
2 . 0 1 . 9
0 . 2 0 % 0 . 1 6 %
T w
/ m l
T o t a l
R e c o v .
4 4
4 . 0 4 . 0
2 . 0 % 2 . 0 %
4 2
4 . 0 2 . 0
2 . 0 % 0 . 0 2 0 %
2 2
2 . 0 1 . 8
0 . 2 0 % 0 . 1 3 %
U l t +
T w
T o t a l
R e c o v .
4 . 1 4 . 0
2 . 2 % 2 . 0 2 %
4 . 0 2 . 3
2 . 0 4 % . 0 3 6 %
2 . 3
0 . 4 %
2 . 2
0 . 2 9 ?
* " F r " o r " C h " i n d i c a t e f r e o n o r c h l o r o f o r m w a s u s e d f o r t h e s o l v e n t e x t r a c t i o n s t e p .
* B l a n k s i n t h R e s p r o w i n d i c a t e n o R T - P C R p o s i t i v e s i g n a l w a s o b t a i n e d . T h e y m a y b e i n h i b i t i o n .
T a b l e 5 . 1 1 . R E C O V E R Y O F H E P A T I T I S A V I R U S I N S E WA G E PU R I F I C A T I O N A N D C O N C E N T R A T I O N P R O C E S S
( u n i t : M P N C U )
H A V i n p u t
E x p . e x p e c t e d m e a s u r e d
F r e o n E x t r a c t i o n
R e s p E x t U l t T w U l t + T w
C h l o r o f o r m E x t r a c t i o n
R e s p E x t U l t T w U l t + T w
1 6
,
0 0 0 P F U 1
,
7 0 0 M P N C U 1
,
7 6 8 9 8 6
/ 2 5 0 m l / 2 5 0 m l 1 0 4 % 5 8 %
( r e c o v e r y o f t o t a l P C R U ) 2 0 %
1 6
,
0 0 0 P F U 3
,
6 8 5 M P N C U 2
,
8 3 7 1
,
9 9 0
/ 2 5 0 m l / 2 5 0 m l 7 7 % 5 4 %
( r e c o v e r y o f t o t a l P C R U ) 2 0 %
1 6
,
0 0 0 P F U 2
,
2 3 5 M PN C U 1
,
9 4 4 2
,
0 3 4
/ 2 5 0 m l / 2 5 0 m l 8 7 % 9 1 %
( r e c o v e r y o f t o t a l P C RU ) . 0 2 5 %
1
,
6 0 0 P F U 9 4 M PN C U 7 1 5 9
/ 2 5 0 m l / 2 5 0 m l 7 6 % 6 2 %
( r e c o v e r y o f t o t a l P C R U ) . 2 0 %
2 7 2 1 4
1 6 % . 8 %
6 3 . 3 2 %
2 9 5 1 5
8 % . 4 %
4 % 3 . 2 %
1 6 . 8 ?
6 3 . 3 5
8 . 4 %
7 . 2 %
2 0 1 4 5
9 % 2 % 1 1 %
6 3 % 3 . 2 % 6 6 . 2 %
6 3
7 % 3 %
3 2 % . 0 3 %
1 0 %



















0 5 6 2
,
6 1 5
9 2 % 1 1 7 %
. 0 2 5 %
6 6 1 0 6
7 0 % 1 1 3 %
. 1 6 %
3 0 0 8
1 8 % . 5 % 1 8 . 5 %
2 5 % 3 % 2 8 . 2 %
4 7 9 7 4
1 3 % 2 % 1 5 %
4 0 % 3 % 4 3 . 2 %
1 3 4 4 5
6 % 2 % 8 %
2 . 5 % 3 % 5 . 7 %
2
3 %
, 0 2 %
2
3 % 6 %
0 2 % . 0 4 %
Me a n p e r c e n t r e c o v e r y
S t a n d a r d d e v i a t i o n
8 6 % 6 6 % 1 0 % 1 . 6 % 1 2 %
1 3 . 0 % 1 6 . 8 % 4 . 1 % 1 . 2 % 3 . 7 %
8 3 % 8 4 % 1 0 % 1 . 9 % 1 2 %
9 . 3 % 3 5 . 5 % 6 . 8 % 1 . 0 % 5 . 9 %
* * P e r c e n t R e c o v e r y i s b a s e d o n m e a s u r e d H A V i n p u t .
T a b l e 5 . 1 2 . R T - P C R - O P D E T E C T I O N O F H A V I N P R O C E S S E D S EWA G E S A M P L E S
H A V i n p u t
e x p e c t e d m e a s u r e d
s a m
p i e
F r e o n E x t r a c t i o n
M P N C U
/ m l
T o t a l
M P N C U
T o t a l
P C R U
R T - P C R
u 1 2 3 4
Ch l o r o f o r m E x t r a c t i o n
M P N C U
/ m l
T o t a l
M P N C U
T o t a l
P C R U
R T - P C R
u 1 2 3 4
1 6 0 0 0 P F U
o r
6 . 5 L o g
P C R U
/ 2 5 0 m l
1 7 0 0
M P N C U











1 7 0 0








+ + + - -
- - + + -
+ + + + -
+ + + + +
+ + + - -





1 7 0 0








+ + + - -
- + + - -
+ + + + -
+ + + + +
+ + + + -
1 6 0 0 0 P F U
o r
6 . 5 L o g
P C R U
/ 2 5 0 m l
3 6 8 5
M P N C U











3 6 8 5
2 8 3 7






- + + + -
+ + + + -
+ + + + -






3 6 8 5
3 1 6 9






- + + + -
+ + + + -
+ + + + +
+ + + + -
1 6 0 0 0 P F U
o r
6 . 5 L o g
P C R U
/ 2 5 0 m l
2 2 3 5
M P N C U











2 2 3 5
1 9 4 4






- + + + -
+ + + + +






2 2 3 5
2 0 5 6






+ + + + -
+ + + + -
1 6 0 0 P F U
o r
5 . 5 L o g
P C R U
/ 2 5 0 m l
9 4
M P N C U







































* * " u 1 2 3 4 " i n d i c a t e u n d i l u t e d , 1 0 - . 1 0 0 , 1 0 0 0 - , a n d 1 0 0 0 0 - f o l d d i l u t e d s a m p l e s .
T a b l e 5 . 1 3 . C O M P A R I S O N O F P O L I O V I R U S D E T E C T I O N B Y P L A QU E A S S A Y A N D M P N ME T H O D
T i t e r o f P V S t o c k D e t e r m i n e d b y I n d i c a t e d M e t h o d
V i r u s C o n c e n t r a t i o n x 1
,
0 0 0
S a m p l e a n d
T r e a t m e n t A s s a y M e t h o d
E x p e r i m e n t n u m b e r
2 3 4 m e a n S D
M E M
,
n o n e p l a q u e
M E M
,
n o n e M P N
M E M
,
f i l t r a t i o n M P N




















0 . 2 2
0 . 1 7
0 . 9 5
0 . 7 1
0 . 0 6
S D : S t a n d a r d d e v i a t i o n
T a b l e 5 . 1 4 . C O M P A R I S O N O F H A V D E T E C T I O N B Y P L A QU E A S S A Y A N D M P N M E T H O D
T i t e r o f H A V S t o c k D e t e r m i n e d b y I n d i c a t e d M e t h o d
V i r u s C o n c e n t r a t i o n x 1 , 0 0 0
S a m p l e a n d
T r e a t m e n t A s s a y M e t h o d
E x p e r i m e n t n u m b e r
2 3 4 m e a n S D
M E M
,
n o n e p l a q u e
M E M
,
n o n e M P N
M E M
,
f i l t r a t i o n M P N












0 . 1 1
5 . 1
1 0 . 2
2 . 7




0 . 1 3
0 . 1 8
1 . 1 5
0 . 3 3
0 . 0 4
* * S O : S t a n d a r d d e v i a t i o n
7 4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 X ) 1 1 12
F i g 5 . 1 . D e t e c t i o n o f P o l i o v im s b y R T - P CR - OP a n d G u a n i d i n i u m T h i o c y a n a t e
E x t r a c t i o n - R T - P CR - O P
P a n e l a s ho w s t he de t e c t i o n o f p o l i o v i r u s e s i n c l e a n P B S bu f f e r by the t w o m e tho ds . P a n e l
b sh o w s t h e d e t e c t io n o f p o h o v i r u s e s i n r a w se w a g e b y th e t w o m e t h o d s a n d p a n e l c i s t h e
h y b r i d i z e d m e mb r a n e c o r r e s p o n d s t o p a n e l b .
a . c l e a n P B S s y s t e m
# 1= M a r k e r ; # 2 - 6- R T - P C R - O P d e t e c t i o n (# 2 = 3 0 P F U ; # 3= 3 P F U ; #4 = 0 . 3 P FU ; # 5=
0 0 3 P F U ; # 6 = 0 0 0 3 PF U ) ; # 7 = R T - P CR - O P n e g a t i v e c o n t r o l , # 8 - 12 = g u a n i d i n i u m
t hi o c y a n a t e e x t r a c t i o n - R T - P C R - O P d e t e c t i o n (# 8 = 3 0 P F U ; # 9= 3 P F U ; # 10 = 0 3 P F U ;
# 1 1= 0 0 3 P F U ; # 12 = 0 . 0 0 3 P F U ) ; # 13 = g u a n i d i n i u m t hi o c y a n a t e e x t r a c t i o n - R T - P CR -
O P n e g a t i v e c o n t r o l
b . s e w a g e sy s t e m
# 1= M a r k e r ; # 2 - 6 = gu a n i d i n i u m t hi o c y a n a t e e x t r a c t i o n - R T - P CR - O P d e t e c t i o n (# 2 = 3 0
P F U ; # 3= 3 P F U ; # 4 = 0 3 P F U ; # 5 = 0 0 3 P F U ; # 6 = 0 0 0 3 P F U ); # 7 = g u a n i d in i u m
t h io c y a n a t e e x t r a c t i o n - R T - P C R - O P n e g a t iv e c o n t r o l ; # 8 - 1 3 = R T - P CR - O P d e t e c t i o n
(# 8= 3 0 P F U ; # 9= 3 P F U ; # 10= 0 3 PF U ; # 1 1= 0 0 3 P F U ; # 12 = 0 . 0 0 3 P F U ; # 13 = r a w
s e w a g e o n l y ) ; # 14 = R T - P CR - O P n e g a t i v e c o n t r o l
7 5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1 5 1 8 17 18 1S
||i|H|||j|M>
3 4 5 6 7
8 9 10 1 1 1 2 1 3 , 4 15 , g , 7 , 8 „
" UL
F ig 5 2 R T - P CR - O P D e t e c t i o n o f E n t e r o v i r u s e s i n t h e Se p t e m b e r Se w a g e Sa m p l e
Se e d e d w it h P o l i o v ir u s a n d P r o c e s s e d b y t h e C o n c e n t r a t i o n - P u r i fi c a t i o n M e th o d
U s i n g F r e o n «
# 1= M a r k e r ; # 2 = p o s i t i v e c o n t r o l ;
# 3 - 6 = r e s u s p e n d e d s a m p l e s , u n - , 1 0 - , 1 0 0 - , a n d 1 , 0 0 0 - fo l d d i lu t e d ;
# 7 - 1 0 = F r e o n e x t r a c t e d s a m p l e s , u n - , 1 0 - , 1 0 0 - , a n d 1 , 0 0 0 - f o l d d i l u t e d ;
# 1 1- 14 = u l t r a fi l t e r e d s a mp l e s , u n - , 10 - , 10 0 - , a n d 1, 0 0 0 - f o l d d i l u t e d ;
# 15 - 1 8= T w e e n - 8 0 w a sh e d sa m p le s , u n - , 10 - , 10 0 - , a n d 1, 0 0 0 - f o l d d i l u t e d ;
# 19 = n e g a t i v e c o n t r o l
7 6
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 12 13 14 15 16
17 18
1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 11 12 1 3 14 1 5 1 6 17 I B
1
F i g 5 3 R T - P C R - O P D e t e c t i o n o f E n t e r o v ir u s e s i n t h e Se p t e mb e r Se w a g e S a m p l e
Se e d e d w i th P o l i o v i r u s a n d P r o c e s s e d b y t h e C o n c e n t r a t i o n - P u r i fi c a t i o n M e t h o d
U s i n g C hl o r o f o r m
# 1= M a r k e r ;
# 2 - 5 = r e s u s p e n d e d s a m p l e s , u n - , 10 - , 10 0 - , a n d 1, 0 0 0 - f o l d d i l u t e d ;
# 6 - 9 = c hl o r o f o r m e x t r a c t e d s a m p l e s , u n - , 1 0 - , 1 0 0 - , a n d 1 , 0 0 0 - f o l d d i l u t e d ;







a n d 1
,
0 0 0 - f o l d d il u t e d ;
# 14 - 17 = T w e e n - 80 w a sh e d s am p l e s , u n - , 10 - , 10 0 - , a n d 1, 0 0 0 - f o l d d i lu t e d ;
# 18 = n e g a t i v e c o n t r o l
5 ^ 4 « ?f B S 5 :^ ^
7 7
2 3 4 5 6 7 8
1 2 3 4 5
I - f i l i i
F i g 5 4 . R T - P CR - O P D e t e c t i o n o f I n d i g e n o u s E n t e r o v i r u s e s i n t h e O c t o b e r S e w a g e
Sa m p l e P r o c e s s e d by t h e C o n c e n t r a t i o n - P u r i fi c a t i o n M e t ho d
# 1= M a r k e r ; # 2 = p o s i t i v e c o n t r o l ; # 3 = c hl o r o f o r m e x t r a c t e d s a m p l e s , u n d il u t e d ;
# 4 = 1/ 2 L o g - f o l d d i lu t e d ; # 5 = 10 - f o l d d i lu t e d ; # 6= 3 /2 L o g - f o l d d i l u t e d ;
# 7= 10 0 - f o l d d i lu t e d ; # 8 = n e g a t i v e c o n t r o l
7 8
1 2 3 4 5 6 7 8
1 2 3 4 5 6 7 8
%
F ig . 5 . 5 . R T - P C R - O P D e t e c t i o n o f I n di g e n o u s E n t e r o v i r u s e s i n t he D e c e m b e r S e w a g e
Sa m p l e P r o c e s s e d by t he C o n c e n t r a t i o n - P u r i fi c a t i o n M e t h o d
# 1= M a r k e r ; # 2 = p o s i t iv e c o n t r o l ; # 3 = c h l o r o f o r m e x t r a c t e d s a m p l e s , u n d i l u t e d ;
# 4 = 1/ 2 L o g - fo l d di l u t e d ; # 5= 10 - f o l d di l u t e d ; # 6 = 3/ 2 L o g - fo ld d il u t e d ;
# 7 - 1 0 0 - f o l d d il u t e d ; # 8
= n e g a t iv e c o n t r o l
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F i g . 5 . 6 R T - P CR - O P D e t e c t i o n o f I n d i g e n o u s E n t e r o v im s e s i n t l i e M a y Se w a g e
Sa m p l e P r o c e s s e d b y t h e C o n c e n t r a t i o n - P u ri fi c a t i o n M e t h o d
# 1= M a r k e r ; # 2 = p o s it i v e c o n t r o l ; # 3 = T ^ s a mp l e , u n di l u t e d ; # 4 = r e s u sp e n d e d s a m p l e ,
u n d i lu t e d ; # 5= c hl o r o f o r m ex r a c t e d s a m p l e , u n d i l u t e d ; # 6
=
u lt r a fi l t e r e d s a m p l e ,
u n d i lu t e d ; # 7 = T w e e n - 8 0 w a s h e d s a m p l e , u n d i l u t e d ; # 8
= n e g a t i v e c o n t r o l .
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F i g 5 7 R T - P CR - O P D e t e c t i o n o f I n d ig e n o u s E n t e r o v i r u s e s i n t h e A p r i l Se w a g e
S a m p l e P r o c e s s e d b y t h e C o n c e n t r a t i o n - P u ri fi c a t i o n M e t h o d
# 1= M a r k e r ; # 2 = p o s it i v e c o n t r o l ; # 3 = T ^ s a m p l e , u n di l u t e d ; # 4 = r e s u sp e n d e d s a m pl e
(F r e o n ), u n d il u t e d ; # 5 = r e s u s p e n d e d s a m p l e (c h l o r o f o r m ) , u n d i l u t e d ; # 6 = fr e o n e x t r a c t e d
s a m p l e , u n d i l u t e d ; # 7 = c h l o r o f o r m e x t r a c t e d s a m p l e , u n d i l u t e d ; # 8 = u l t r a f i lt e r e d s a m p l e
(F r e o n ), u n di l u t e d ; # 9 = u l t r a fi l t e r e d s a mp l e (c hl o r o f o r m ) , u n di l u t e d ; # 10 T w e e n - 8 0
w a s h e d s a mp l e (F r e o n ), u n d i lu t e d ; # 1 1 = T w e e n - 8 0 w a s h e d s a m p l e ( c hl o r o f o r m ),
u n d il u t e d ; # 12 = n e g a t iv e c o n t r o l
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F i g 5 8 R T - P C R - O P D e t e c t i o n o f N o r w a l k V i r u s i n t he F i ft h E x p e ri m e n t Se w a g e
Sa m p l e Se e d e d w i t h N o r w a l k V i r u s a n d P r o c e s s e d by t h e C o n c e n t r a t i o n
-
P u ri fi c a t i o n M e th o d U s in g F r e o n
# 1 = M a r k e r ; # 2 = p o s it i v e c o n t r o l ; # 3 - 5 = T ^ s a mp l e s , u n - , 1 0- , a n d 10 0 - f o l d d i l u t e d ; # 6 -





a n d 10 0 - f o l d d i l u t e d ; # 12 - 1 4
=
u l t r a fi l t e r e d s a m p l e s , u n - , 10 - , a n d 10 0 - f o l d
d i l u t e d ; # 15 - 17 = T w e e n - 8 0 w a s h e d s a m p l e s , u n - , 10 - , a n d 10 0 - f o l d d i lu t e d ; # 1 8 =
n e g a t i v e c o n t r o l
8 2
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F ig 5 9 R T - P CR - O P D e t e c t i o n o f N o r w a lk V im s in t h e F i ft h E x p e ri m e n t S e w a g e
S a m p l e Se e d e d w i t h N o r w a l k V ir u s a n d P r o c e s s e d by t h e C o n c e n t r a t i o n -
Pu ri fi c a t i o n M e t h o d U s i n g C h l o r o f o r m
# 1= M a r k e r ; # 2 = p o s i t iv e c o n t r o l ; # 3 - 5 = T ^ , s a m p l e s , u n - , 10 - , a n d 10 0 - fo ld d i l u t e d ; #6 -
8= r e s u s p e n d e d s a m p l e s , u n - , 10 - , a n d 100 - f o l d d i l u t e d ; # 9 - 1 1 = c h l o r o f o r m e x t r a c t e d
s a m p l e s , u n - , 10 - , a n d 10 0 - f o l d d i lu t e d ; # 12 - 14 = u l t r a fi l t e r e d s a m p l e s , u n - , 1 0 - , a n d 10 0 -
f o l d d i lu t e d ; # 1 5 - 1 7 = T w e e n - 8 0 w a s he d s a m p l e s , u n - , 1 0 - , a n d 10 0 - f o l d d i l u t e d ; # 18
=
n e g a t i v e c o n t r o l
8 3
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F ig 5 10 R T - P CR - O P D e t e c t i o n o f N o r w a lk V im s i n t he S i x t h E x p e ri m e n t S e w a g e
Sa m p le Se e de d w it h N o r w a lk V im s a n d P r o c e s s e d by t h e C o n c e n t r a t i o n -
P u ri fi c a t i o n M e t h o d U s i n g F r e o n a n d C hl o r o f o r m
# 1= M a r k e r ; # 2 = p o s i t iv e c o n t r o l ; # 3 - 4 = T ^ s a m p l e s , u n - a n d 10 - f o l d d i l u t e d ; # 5=
n e g a t i v e c o n t r o l ; # 6
= M a r k e r ; # 7 = p o s it i v e c o n t r o l ; #8 - 9 = r e s u s p e n de d s a m p l e s (F r e o n ) ,
u n - a n d 10 - f o l d d i l u t e d ; # 10 - 1 1= F r e o n e x t r a c t e d s a mp l e s , u n - a n d 10 - f o l d d i l u t e d ; # 12 -
13= u h r a fi h e r e d s a m p l e s (F r e o n ), u n - a n d 10 - f o l d d i l u t e d ; # 14 - 15 = T w e e n - 8 0 w a she d
s a mp l e s (F r e o n ) , u n - a n d 10 - f o ld di l u t e d ; # 16 = M a r k e r ; # 17 = p o s i t i v e c o n t r o l ; # 18 - 1 9 =
r e s u sp e n d e d s a m p l e s ( c hl o r o f o r m ) , u n - a n d 10 - f o l d d i lu t e d ; # 2 0 - 2 1 = c h l o r o f o r m
e x t r a c t e d s a m p l e s ; u n - a n d 10 - f o ld di l u t e d ; # 2 2 - 2 3 = u l t r a fi h e r e d s a m p l e s (c h l o r o f o r m ),
u n - a n d 10 - f o l d d i l u t e d ; # 2 4 - 2 5= T w e e n - 8 0 w a s h e d s a m p l e s (c h l o r o f o r m ) , u n - a n d 10 -
f o l d di l u t e d
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F ig 5 1 1 R T - P CR - O P D e t e c t i o n o f H e p a t it i s A V i r u s i n t h e Se c o n d E x p e ri m e n t Se w a g e
Sa m p l e Se e d e d w it h H A V a n d P r o c e s s e d by t h e C o n c e n t r a t i o n
- Pu ri fi c a t i o n
M e t h o d U s i n g F r e o n
# 1- 4 = r e s u s p e n d e d s a m p l e s , u n - , 10- , 10 0 - , a n d 1 , 0 0 0 - f o l d d i l u t e d ; # 5 = M a r k e r ; # 6 =
p o s it i v e c o n t r o l ; # 7 - 10
= F r e o n e x t r a c t e d s a m p l e s , u n - , 10 - , 10 0 - , a n d 1, 0 0 0 - f o l d d i l u t e d ;
# 1 1- 14 = u l t r a fi l t e r e d s a m p l e s , u n - , 1 0 - , 1 0 0 - , a n d 1 , 0 0 0 - f o l d d il u t e d ; # 15 - 1 8 = T w e e n - 8 0
w a s h e d s a m p l e s , u n - , 1 0 - , 1 0 0 , a n d 1 , 0 0 0 - f o l d d i l u t e d
8 5
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F i g 5 12 R T - P C R - O P D e t e c t i o n o f H e p a t i t i s A V i r u s i n t h e Se c o n d E x p e ri m e n t Se w a g e
S a m p l e Se e d e d w i t h H A V a n d Pr o c e s s e d b y th e C o n c e n t r a t i o n - P u ri fi c a t i o n
M e t h o d U s i n g C h l o r o f o r m
# 1= M a r k e r ; # 2 = p o s i t i v e c o n t r o l ; # 3 - 6 = T „ s a m p l e s , u n - , 10 - , 10 0 - , a n d 1, 0 0 0 - f o l d
d i l u t e d ; # 7 - 1 0 = r e s u s p e n d e d s a m p l e s , u n - , 1 0 - , 1 0 0 - , a n d 1, 0 0 0 - f o l d d il u t e d ; # 1 1 - 1 4 =
c h l o r o f o r m e x t r a c t e d s a m p l e s , u n - , 10 - , 10 0 - , a n d 1, 0 0 0 - f o l d d i lu t e d ; # 15 - 18 = u l t r a fi lt e r e d
s a m p l e s , u n - , 1 0 - , 1 0 0 - , a n d 1, 0 0 0 - f o l d d il u t e d ; # 19 - 2 2





a n d 1, 0 0 0 - f o l d d i l u t e d ; # 2 3 = n e g a t i v e c o n t r o l
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F i g 5 13 R T
- P C R - O P D e t e c t i o n o f H e p a t i t i s A V ir u s i n t h e F o u r t h E x p e r im e n t S e w a g e
Sa m p l e Se e d e d w i t h H A V a n d P r o c e s s e d b y t he C o n c e n t r a t i o n - P u r i fi c a t i o n
M e t h o d U s in g F r e o n
# 1= M a r k e r ; # 2 = p o s it i v e c o n t r o l ; # 3 - 6 = r e s u s p e n d e d s a m p l e s , u n - , 10 - , 1 0 0 - , a n d
1
,
0 0 0 - f o l d d i lu t e d ; #7 - 10
= F r e o n e x t r a c t e d s a m p l e s , u n - , 10 - , 10 0 - , a n d 1, 0 0 0 - f o l d
d i l u t e d ; # 1 1- 1 4 = u lt r a fi l t e r e d s a mp l e s , u n - , 1 0 - , 1 0 0 - , a n d 1, 0 0 0 - f o l d di l u t e d ; # 15 - 18 =
T w e e n - 8 0 w a sh e d s a m pl e s , u n - , 1 0 - , 1 0 0 - , a n d 1 , 0 0 0 - f o l d d i l u t e d ; # 19 = n e g a t i v e c o n t r o l
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1
F ig 5 14 R T - P CR - O P D e t e c t i o n o f H e p a t it i s A V i r u s i n t h e F o u r t h E x p e r im e n t Se w a g e
Sa m p l e Se e d e d w it h H A V a n d P r o c e s s e d by t h e C o n c e n t r a t i o n - Pu ri fi c a t i o n
M e t h o d U s i n g C hl o r o f o r m
# 1= M a r k e r ; # 2 = po s i t i v e c o n t r o l ; # 3 - 6 = r e s u spe n de d s a m ple s , u n - , 10 - , 10 0 - , a n d
1
,







a n d 1
,
0 0 0 - f o l d
d i lu t e d ; # 1 1 - 1 4 = u l t r a fi l t e r e d s a m p l e s , u n - , 10 - , 1 0 0 - , a n d 1 , 0 0 0 - f o l d d i l u t e d ; # 15 - 18
=
T w e e n - 8 0 w a sh e d sa mp l e s , u n - , 10 - , 10 0 - , a n d 1, 0 0 0 - f o l d d i lu t e d ; # 19 = n e g a t i v e c o n t r o l
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F i g 5 15 . D e t e c t i o n o f E n t e r o v i r u s e s i n S ew a g e Sa m p l e s fr o m Se p t e m b e r E x p e r im e n t
b y R T - P CR - O P a n d G u a n i di n i u m T hi o c y a n a t e E x t r a c t i o n - R T - P CR - O P
P i c t u r e a s h o w s th e d e t e c t i o n o f e n t e r o v i r u s e s b y R T - P C R - O P P i c t u r e b s h o w s t h e
d e t e c t i o n o f e n t e r o v i r u s e s by g u a n i d i n i u m th i o c y a n a t e e x t r a c i t o n - R T - P C R - O P I n bo t h
p i c t u r e s a a n d b : # 1
= M a r k e r ; # 2 = p o s it iv e c o n t r o l ; # 3 = T q s a mp l e ; # 4 = r e s u sp e n d e d
sa m p l e (F r e o n ) ; # 5 = r e s u sp e n d e d s a m p le (c hl o r o fo r m ) ; # 6 = fr e o n e x t r a c t e d sm a p l e ; # 7 =
c h l o r o f o r m e x t r a c t e d s m a p l e ; # 8 = u l t r a fi lt e r e d s a m p l e (F r e o n ) ; # 9 = u l t r a fi l t e r e d s a mp l e
(c h l o r o f o r m ); # 10 = T w e e n - 8 0 w a s h e d s a m p l e (F r e o n ); # 1 1 = T w e e n - 8 0 w a s h e d s a m p l e
(c h l o r o f o r m ) ; # 12 = n e g a t iv e c o n t r o l
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F i g . 5 . 1 6 . D e t e c t i o n o f E n t e r o v i r u s e s i n S ew ag e S a mp l e s fr o m O c t o b e r E x p e r im e n t
by RT - PCR - OP a n d G u a n i din i u m Thi o c y a n at e E x t r a c t i o n - R T - PCR - O P
P i c t u r e a s h o w s t h e d e t e c t io n o f e n t e r o v ir u s e s by R T - P C R - O P P i c t u r e b sh o w s t h e
d e t e c t i o n o f e n t e r o v i r u s e s by g u a n i d in i u m th i o c y a n a t e e x t r a c i t o n - R T - P C R - O P I n bo t h
p i c t u r e s a a n d b : # 1
= M a r k e r ; # 2 = p o s i t iv e c o n t r o l ; # 3 = T , , s a m p l e ; # 4 = r e s u s p e n d e d
s a mp l e (F r e o n ) ; # 5 = r e s u s p e n d e d s a mp l e (c hl o r o f o r m ) ; # 6 = fr e o n e x t r a c t e d s m a p l e ; # 7 =
c hl o r o f o r m e x t r a c t e d s m a p l e ; # 8
= u lt r a fi l t e r e d s a m p l e (F r e o n ); # 9 = u lt r a fi l t e r e d s a m p l e
(c h l o r o f o r m ) ; # 10 = T w e e n - 80 w a s h e d s a m p l e (F r e o n ) ; # 1 1= T w e e n - 8 0 w a sh e d s a m p l e
(c h l o r o f o r m ) ; # 12 = n e g a t iv e c o n t r o l
V I . D I SC U SSI O N
T h e l e v e l s o f e n t e r i c v i r u s e s p r e s e n t i n w a s t e w a t e r s a r e o ft e n u n d e r e s t im a t e d b y c e l l
c u l t u r e s b e c a u s e s o m e e n t e r i c v i r u s e s g r o w p o o r l y o r n o t a t a ll i n c e l l c u l t u r e s .
T h e r e c e n t d e v e l o p m e n t o f p o ly m e r a s e c h a i n r e a c t i o n (P CR ) a n d o t h e r m o l e c u l a r
t e c h n i q u e s p r o v i d e s a m o r e s e n s it i v e a p p r o a c h fo r e n t e r i c v i r u s e s d e t e c t i o n . H o w e v e r ,
s im p l e , r e l i a b l e , a n d i n e x p e n s i v e p r o c e s s e s m u s t b e de v e l o p e d t o c o n c e n t r at e a n d p u r i f y
v ir u s e s i n r a w s e w a g e a n d r e m o v e R T - P CR i n h i b it o r y m a t e r i a l s . T h e l e v e l s o f s o m e
e n t e r i c v i r u s e s i n r a w s e w a g e a r e o ft e n l o w , e s p e c ia ll y i n t h e v o l u m e s a s s a y e d b y R T - P CR
(t y p i c a l ly 1 0 - 2 0 u l ), a n d t h e in h i bi t o r y m a t e r i a l s i n s e w a g e m a k e R T - P CR - O P d e t e c t i o n
im p o s s i b l e , e v e n i f v i r u s e s a r e p r e s e n t
T h e r e s u lt s o f t h i s s t u d y s u g g e s t t h at PE G p r e c i p i t a t i o n i s a p o t e n t i a l l y v a l u a b l e
m e t h o d f o r c o n c e n t r a t i o n o f e n t e r i c v ir u s e s i n s e w a g e s a m p l e s f o r R T - P CR - O P d e t e c t i o n ,
a t l e a s t f o r e n t e r o v i r u s e s l i k e p o l i o v i r u s a n d H A V S a m p l e v o l u m e s w e r e r e d u c e d 3 5 t o
5 5 - fo l d w i t h a n a v e r a g e r e c o v e r y e f fi c i e n c y o f 6 9 % f o r p o Uo v i r u s e s t y p e 1 a n d 8 4 % f o r
H e p a t i t i s A v i r u s . T h e e f i c i e n c y o f PE G p r e c i p i t at i o n f o r N o r w a l k v i r u s in s e w a g e
a p p e a r s t o b e m u c h l o w e r b e c a u s e R T - P CR - O P d e t e c t a b il i t y w a s n o t g r e at l y i n c r e a s e d
a b o v e t h e l im i t s o f d e t e c t i o n in r a w s e w a g e .
A s e a r l y a s 1 9 6 6 , P E G w a s u s e d i n a t w o p h a s e s e p a r a t i o n s y s t e m a n d e f fi c i e n t l y
c o n c e n t r a t e d e n t e r o v i r u s e s fi - o m s e w a g e (L u n d a n d H e d s t r o m , 19 6 6 ) L e w i s a n d M e t c a l f
( 19 8 8 ) a l s o c o n c l u d e d t h a t P E G p r e c i pi t a t i o n i s a r a pi d , t e c hn i c a l ly s i mp l e , a n d e f f e c t i v e
9 1
m e t h o d f o r r e c o n c e n t r a t i o n o f v i r u s i n e lu e n t s fr o m w a t e r , s e d im e n t , a n d o y s t e r s a m p l e s .
I n t hi s st u dy , t h e a dv a n t a g e o f P E G p r e c i p i t a t i o n i n v i r u s c o n c e n t r a t i o n fr o m s e w a g e i s
t h a t t h e r e i s n o a p p r e c i a b l e l o s s o f v ir u s e s e v e n w h e n i n i t i a l l e v e l s o f v i r u s e s a r e l o w
(T a b l e 5 1) . N o r w a l k v ir u s m a y b e a n e x c e p t i o n a l t h o u g h th e a p p a r e n t l o s s c o u l d b e d u e
t o R T - P CR i n h i b i t io n o f t h e r e s u s p e n d e d PE G p r e c i p i t a t e s T h e a p p a r e n t e fi c i e n c y o f
P E G p r e c i p i t a t i o n f o r e n t e r o v ir u s e s a n d H A V i s imp o r t a n t b e c a u s e c o n c e n t r a t i o n s o f
p a t h o g e n i c v i r u s e s i n s e w a g e c o n t a m i n a t e d e n v i r o n m e n t a l w a t e r s a r e o ft e n v e r y l o w a n d
y e t s t i l l c a p a b l e o f c a u s in g o u t b r e a k s o f v i r a l i l l n e s s w h e n i n g e s t e d . V i r u s r e c o v e r y
e fi c i e n c y c a n b e o p t im i z e d by m o d i fy i n g t h e p r o c e d u r e s t o r e s u s p e n d t h e P E G
p r e c i p i t a t e d p e l l e t , a dj u s t i n g t h e c e n t r ift ig a t io n f o r c e a n d t im e , o p t im i z i n g P E G a n d s a l t
c o n c e n t r a t i o n s , o r a dj u st i n g s a m p l e v o lu m e s F o r e x a m p l e , w h e n 5 m l o f P B S w a s u s e d t o
r e s u s p e n d t h e P E G p r e c i p i t a t e d p e l l e t , a n a v e r a g e r e c o v e r y r a t e o f 5 0 % (n = 8) w a s
o b t a i n e d (e x p e r im e n t s 4 / 1 9 / 9 3 t o 8 / 3 /9 3 ) . A ft e r c h a n g i n g t h e p r o c e d u r e t o 3 s u c c e s s i v e
r e s u s p e n s i o n s u s i n g 1 5 m l P B S e a c h t im e , t h e r e c o v e r y e fi c i e n c i e s i n c r e a s e d t o a n
a v e r a g e o f 8 5% (n = 9 ; e x p e ri m e n t s 9 / 1/ 9 3 t o 5 / 3 1/ 9 4 , e x c l u d i n g 5 / 3 1/ 9 4 c h l o r o f o r m ) .
Su c h o p t im i z a t i o n e x p e ri m e n t s f o r P E G p r e c i p it a t i o n o f N o r w a l k v i r u s m a y b e n e c e s s a r y
f o r im p r o v e d r e c o v e r y o f t h i s v i r u s .
R e c e n t l y , S c hw a b , D e L e o n a n d So b s ey ( 19 9 3 a ) a p pl i e d th e P E G p r e c i p i t a t i o n
m e t h o d t o c o n c e n t r a t e p o l i o v i r u s t y p e 1 a n d H A V fr o m 1- l it e r b e e f e x t r a c t f o r d e t e c t in g
th e v i r u s e s b y R T - P C R T h e y o b t a i n e d r e c o v e r y e fi c i e n c i e s o f 9 1% f o r p o l i o v i r u s t y p e 1
a n d 6 1% f o r H A V . I n t h i s s t u dy , i n h i b i t o r y m a t e ri a l s p r e s e n t i n r a w s e w a g e s a m p l e s w e r e
c o n c e n t r a t e d a l o n g w i t h v i r u s e s b y PE G , a n d t h u s v i r u s e s i n u n d i l u t e d PE G r e s u sp e n d e d
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s a m p l e s w e r e u s u a l ly n o t d e t e c t a b l e b y R T - P CR - O P H o w e v er , w h e n v ir u s t i t e r s a r e hi g h
e n o u g h , p o s i t iv e R T - P CR - O P r e s u lt s m a y b e o b t a i n e d w h e n t h e PE G r e s u s p e n d e d
s a mp l e s a r e fi i r t h e r d i l u t e d .
R T - P C R i n t e r f e r i n g m a t e r i a l s i n t h e r e s u s p e n d e d P E G s a m p l e s c a n b e e f f e c t iv e ly
r e m o v e d b y a s e c o n d t r e a t m e n t st e p o f F r e o n o r c hl o r o f o r m ex t r a c t i o n . F o r R T
- P C R
d e t e c t i o n o f N o r w a l k v i r u s a n d e n t e r o v i r u s e s , F r e o n h a s b e e n u s e d t o p u r i fy s t o o l s a m p l e s
(D e L e o n , e t a l . 1 9 9 2 ) a n d c hl o r o f o r m ha s b e e n u s e d f o r a c t i v a t e d s lu d g e s a m p l e s
(K o p e c k a , e t a l . 1 9 9 3 ) . I t w a s a l s o r e p o r t e d t h a t c hl o r o f o r m e x t r a c t i o n w a s a b l e t o
r e m o v e n o n - p o l a r s u b s t a n c e s a n d r e s i du a l P E G i n t he r e s u s p e n d e d P E G s a m p l e s fr o m b e e f
e x t r a c t fi lt e r e l u a t e ( Sc h w a b , D e L e o n , a n d S o b s e y , 19 9 3 a ) F r o m t h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y ,
s o l v e n t e x t r a c t e d r e s u s p e n d e d P E G p e l l e t s w e r e c o m p a t ib l e f o r R T - P C R - O P d e t e c t i o n o f
v i r u s e s O n a v e r a g e , v i r u s r e c o v e r y a ft e r t h e s o lv e n t e x t r a c t i o n s t e p w a s 4 9 % f o r
p o l i o v i r u s a n d 7 5% f o r H A V , w h i c h i n di c a t e s t ha t o n l y 2 0 % o f p o l i o v i r u s a n d 9 % o f
H A V w e r e l o s t d u r i n g t h e e x t r a c t i o n p r o c e s s e s . I t w a s o b se r v e d t h a t c h l o r o f o r m r e m o v e d
im p u r it i e s i n r e s u s p e n d e d PE G p el le t s m o r e e f fe c t iv e l y t h a n F r e o n . F r e o n e x t r a c t e d
sa m p l e s c l o g g e d u l t r a fi lt e r s m o r e e a s i l y t h a n c h l o r o f o r m e x t r a c t e d s a m p l e s d u r i n g
c e n t r i f u g a l u l t r a f i h r a t i o n . U s u a ll y 3 0 m i n w a s r e q u i r e d f o r c h l o r o f o r m e x t r a c t e d s a m p l e s
t o b e u lt r a fi l t e r e d t o l e s s t h a n 1 m l
,
bu t 1 h o u r o r e v e n l o n g e r w e r e r e qu ir e d f o r F r e o n
e x t r a c t e d s e w a g e s a m p le s I n a d di t i o n , a n a v e r a g e 2 7 % (n = 9 ) p o l i o v i r u s l o s s o c c u r r e d
w h e n F r e o n w a s u s e d f o r ex t r a c t i o n , w h i l e a n a v e r a g e 9 % (n = 9) v i r u s l o s s o c c u r r e d w h e n
c h l o r o f o r m w a s u s e d .
T h e p u r p o s e o f t h e s u b s e qu e n t c e n t ri f u g a l u l t r a fi l t r a t i o n s t e p a ft e r s o l v e n t e x t r a c t i o n
9 3
w a s t o f u r t h e r c o n c e n t r a t e t h e v i r u s e s i n t h e s a m p l e s . R e c o v e r y e f fi c i e n c i e s a f t e r t h i s s t e p
w e r e 2 3% f o r p o l i o v i r u s a n d 10% f o r H A V . A l t ho u g h v i r u s l o s s w a s hi g h d u r i n g t h e
c e n t r i f u g a l u l t r a fi lt r a t i o n s t e p , u l t r a fi l t e r e d s a m p l e s w e r e c o m p a t i b l e w it h t h e R T
- P CR - O P
d e t e c t i o n t e c h n i q u e a n d p r o v i d e d i n c r e a s e d d e t e c t i o n l im i t s f o r v i r u s e s i n 10 u l s a mp l e
v o l u m e s b e c a u s e o f a g r e at e r e x t e n t o f v o l u m e c o n c e n t r a t i o n . I n t h e e x p e r im e n t s w it h h i g h
p o l i o v i r u s s e e d (ab o v e 5 , 0 0 0 P F U / 2 5 0 m l ) , t h e R T - P C R - O P de t e c t a bi li t y in s e r i a l ly 1 0 -
f o l d d i l u t e d u l t r a f i l t e r e d s a m p l e s w a s h i g h e r t ha n t h e c o r r e s p o n d i n g s o l v e n t e x t r a c t e d
s a m p l e s p r i o r t o u l t r a fi h r a t i o n . T h i s in d i c a t e d t ha t c e n t r i f u g a l u lt r a fi l t r a t i o n s u c c e s s f i i Uy
r e c o n c e n t r a t e d v i r u s e s in t h e s o lv e n t e x t r a c t e d s a m p l e s . H o w e v e r , i n t h e m o d e l
e x p e r im e n t s s e e d e d w i t h l e s s (5 , 0 0 0 P F U ) p o l i o v i r u s e s , t h e R T - P CR - O P d e t e c t i o n e n d
p o i n t s in t h e s e r i a l l y 1 0 - f o l d di l u t e d u lt r a fi l t e r e d a n d s o lv e n t e x t r a c t e d s a m p l e s w e r e t h e
s a m e Wh e n p o l i o v i r u s e s w e r e s e e d e d a t l o w i n p u t l e v e l s , R T - P CR - O P w a s s t il l a b l e t o
d e t e c t v i r u s e s i n u l t r a fi l t e r r e t e n t a t e s
,
bu t s o m e o f t h e R T - P CR - O P d e t e c t i o n l im i t
d e c r e a s e d i n s o m e u l t r a fi l t e r e d s a m p l e s c o m p a r e d t o t h e c o r r e sp o n di n g s o l v e n t e x t r a c t e d
s a mp l e s . T h i s i s c o n s i s t e n t w i t h t h e r e s u lt s o bt a in e d b y in f e c t i v i t y a s s a y : M e a s u r e d v i r a l
c o n c e n t r a t i o n s i n u l t r a fi lt e r e d s a m p l e s w e r e h ig h e r t h a n i n t h e c o r r e sp o n d i n g s o l v e n t
e x t r a c t e d s a m p l e s in a l l o f t h e hi gh P V i n p u t e x p e r im e n t s . H o w e v e r , t h e e x p e r im e n t s w i t h
l o w P V in p u t , m e a s u r e d v ir a l c o n c e n t r a t i o n s w e r e hi g h e r in u l t r a fi h e r e d s a m p l e s t h a n i n
s o lv e n t e x t r a c t e d s a mp l e s i n 5 o f 8 e x p e r im e n t s . I n t h e s t u dy o f N o r w a l k v i r u s , s im i l a r
r e s u h s w e r e o bt a in e d ; c e n t r ifi i g a l u l t r a fi l t r a t i o n s u c c e s s f u l l y r e c o n c e n t r a t e d s o lv e n t
e x t r a c t e d s a m p l e s h av i n g h i g h er s e e de d v i r u s e s , bu t l o s s o f R T - P CR - O P d e t e c t a b i li t y
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o c c u r r e d w h e n l e v e l s o f s e e d e d v i r u s e s w e r e l o w e r
T he a d d i t i o n o f 0 1% T w e e n - 8 0 s o l u t i o n t o t h e u l t r a fi lt e r m e mb r a n e r e c o v e r e d a n
a v e r a g e o f 2 1% o f s e e d e d p o l i o v i r u s a n d 2% o f s e e d e d H A V . I n 1 0 o u t o f 12 T w e e n
- 8 0
w a s h e d s a m p l e s t he R T - P C R - O P t i t e r s (P CR U / m l ) w e r e t h e s a m e a s o r h i g h e r t h a n t h o s e
i n t h e c o r r e s p o n d in g u l t r a fi l t e r e d s a m p l e s . T w e e n - 8 0 w a s h e d s a m p l e s i n t h e N o r w a l k v i r u s
e x p e r im e n t s h a d t it e r s hi g h e r t h a n o r t h e s a m e a s t ho s e o f t h e u l t r a fi lt e r e d s a m p l e . F o r
H A V
,
T w e e n - 8 0 w a s h e d s a m p l e s d i d n o t h a v e h i g he r R T - P C R t i t e r s (P C R U / m l ) t h a n t h e
c o r r e s p o n d i n g u l t r a fi l t e r e d s a m p l e s . I n s t e a d , i n 5 o u t o f 8 s a m p l e s , t h e r e w a s l e s s R T
-
P CR - O P d e t e c t i o n o f H A V i n s e r i a l l y 10 - f o l d d i lu t e d , T w e e n - 8 0 w a s h e d s a m p l e s t h a n i n
u l t r a fi l t e r e d s a m p l e s . T h i s o b s e r v a t i o n i s c o n s i s t e n t w i t h t h e r e s u lt s fi
-
o m c e l l c u l t u r e
a s s a y s ; o n l y 2 % o f H A V w a s r e c o v e r e d b y t h e 0 1% T w e e n - 8 0 w a sh N ev e r t h e l e s s , t h e
T w e e n - 8 0 w a s h w a s a n im p o r t a n t s t e p b e c a u s e i t a t t e m pt e d t o in s u r e t h a t a p p r e c i a b l e
a m o u n t s o f v i r u s e s w e r e n o t l e ft a d s o r b e d t o t h e u lt r a fi lt e r m e mb r a n e s u r f a c e .
O v e r a l l
,
t h e m e t h o d e v a l u a t e d i n t h i s s t u d y s u c c e s s fi i Uy c o n c e n t r a t e d a n d p u r i fi e d
p o l i o v i r u s , o t h e r e n t e r o v i r u s e s , a n d H A V i n 2 5 0 m l r aw s e w a g e s a m p le s t o l e s s t h a n 1 m l
fo r R T - P CR - O P d e t e c t i o n . T he d e v e l o p e d m et h o d i s t e c hn i c a l ly s im p le , r e l a t i v e l y r a p i d ,
a n d i n e x p e n s iv e I n a d d i t i o n , R T - P CR - O P i s hi g h l y s e n s it i v e a n d s p e c i fi c M o r e o v e r ,
f a s t i d i o u s v i r u s e s su c h a s N o r w a l k v i r u s t h at d o n o t g r o w i n c e l l c u lt u r e c a n b e d e t e c t e d
b y R T - P C R - O P . F r o m t h e r e s u l t o f t h i s st u d y , a s li t t l e a s 8 0 P F U p o l i o v i r u s , 1, 6 0 0 P F U
H A V
,
a n d 10
' *
P C R U N o r w a l k v i r u s in a 2 50 m l s e w a g e s a m p l e c a n b e d e t e c t e d by R T -
P CR - O P a ft e r s a mp l e s w e r e c o n c e n t r a t e d a n d p u r i fi e d by t h e d e s c r i be d m et h o d . A l o w e r
s e e d o f p o li o v i r u s w a s n o t s t u d i e d m a i n l y b e c au s e o f t h e d i f fi c u l t y i n d e t e c t in g s u c h a l o w
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v i r a l t it e r by c e l l c u l t u r e H o w e v e r , it i s p o s s ib l e t h a t t h e d e v e l o p e d p r o c e s s c a n
c o n c e n t r a t e a n d p u r i fy a 2 5 0 m l r a w s e w a g e s a m p l e t o a v o l u m e l e s s t h a n 1 m l s a m p l e f o r
R T - P C R - O P d e t e c t i o n o f e v e n l o w e r t h a n 8 0 P F U o f p o l i o v i r u s e s . R T - P CR - O P p o s i t iv e
r e s u l t s w e r e o b t a i n e d i n t h e u n d i lu t e d a s w e l l a s t h e 1 0 - f o l d d il u t e d T w e e n - 8 0 w a s h e d
s a m p l e s (fr o m t h e F r e o n e x t r a c t i o n ) i n a m o d e l e x p e r im e n t t h a t w a s s e e d e d w i t h 8 0 PF U
p o l i o v i r u s p e r 2 5 0 m l o f s e w a g e . F u r t h e r m o r e , w e w e r e a b l e t o d e t e c t n a t u r a l ly o c c u r r in g
e n t e r o v i r u s e s b y R T - P CR - O P a ft e r a 2 5 0 - m l u n s e e d e d r a w s e w a g e s a m p l e w a s
c o n c e n t r a t e d a n d p u r i fi e d b y t h e p r o c e s s . T h e s e i n di g e n o u s e n t e r o v i r u s e s w e r e n o t
d e t e c t a b le b y c e l l c u l t u r e a s s a y i n 3 m l v o l u m e s o f u n p r o c e s s e d s e w a g e o r 2 5 0 u l v o l u m e s
o f p r o c e s s e d s a m p l e s .
I n t hi s s t u dy , P E G a n d s o lv e n t e x t r a c t i o n e f fe c t iv e ly c o n c e n t r a t e d a n d p u r ifi e d
s e w a g e s a m p l e s f o r H A V d e t e c t i o n , b u t H A V l o s s e s w e r e v e r y h i g h (6 5% l o s s ) du r in g
c e n t r i fi j g a l u l t r a fi lt r a t i o n a n d T w e e n - 8 0 w a s n o t a b l e t o r e c o v e r v e r y m u c h o f t hi s l o s t
v i r u s (a v e r a g e r e c o v e r y r a t e w a s 2% ) N e v e r t h e l e s s , R T - P C R p o s i t i v e s i g n a l s o bt a i n e d i n
a 1 0 - f o l d di l u t e d
,
u l t r a fi lt e r e d F r e o n s a m p l e a n d a 10 0 - f o l d d i l u t e d r e s u s p e n d e d P E G
s a mp l e (i n c h l o r o f o r m e x p e r im e n t ) i n di c at e t h a t t h e d e v e l o p e d m e t h o d h a s th e p o t e n t ia l t o
c o n c e n t r a t e a n d p u r i fy a l o w e r H A V i n p u t l e v e l (l e s s t h a n 1, 6 0 0 P F U ) f o r R T - P CR - O P
d e t e c t i o n . H o w ev e r
,
t h e p r o b l e m o f in e fi i c i e n t i n f e c t i v it y a s s a y t o d e t e c t lo w l e v e l s o f
H A V m u s t b e s o lv e d t o o b t a i n b e t t e r qu a n t it a t iv e in f o r m a t i o n a b o u t H A V r e c o v e r y
e fl Sc i e n c y a t l o w i n p u t l e v e l s .
I n a p r e v i o u s s t u dy (Sc h w ab , D e L e o n , a n d S o b s e y , 1 9 9 3 a ), 3 P F U O f p o l i o v i r u s i n a
1 - li t e r s a m p l e o f b e e f e x t r a c t - g ly c i n e w a s d e t e c t e d b y R T - P CR a ft e r t h e s a mp l e w a s
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p r o c e s s e d b y P E G p r e c i p i t a t i o n , P r o
- C i p it a t e p r e c ip i t a t i o n , a s e c o n d P E G p r e c ip i t a t i o n ,
Se p h a d e x G 2 0 0 s pi n - c o l u m n c hr o m a t o g r a p h y , a n d u lt r a fi lt r a t i o n . T s a i e t a l ( 1 9 9 3 )
r e p o r t e d t h a t R T - P C R s e n s i t iv i t y c o u l d r e a c h 0 . 0 0 2 PF U o f p o l i o v i r u s w h e n 2 m l s t e r i l e
d i s t i ll e d w a t e r w a s s e e d e d w it h p o l i o v i r u s a n d c o n c e n t r a t e d w i t h C e n t r i c o n - 1 0 0
c e n t ri f u g a l u lt r a fi l t e r s t o a fi n a l v o l u m e o f 10 0 u l . I n t h e i r s t u dy , e n t e r o v i r u s e s w e r e
d e t e c t a b l e i n 1 0 0 - m l s e w a g e s a m p l e s a ft e r t he s a m p l e w e r e c o n c e n t r a t e d t o 10 0 u l by t h e
p r o c e s s o f C e n t ri p r e p
- 1 0 0 c e n t ri fi i g a l u l t r a fi l t r a t i o n , c hl o r o f o r m - i s o a m y l a l c o h o l
e x t r a c t i o n
,
a n d C e n t ri c o n - 10 0 c e n t ri fi i g a l u l t r a fi l t r a t i o n at 1 , 0 00 g Jo t h i k u m a r e t a l .
( 1 9 9 2 ) w e r e a b l e t o d e t e c t 1 2 0 P F U p o l i o v i r u s i n 5 - l i t e r d ri n k i n g w a t e r s a m p l e b y R T -
P C R
,
w h e n c o n c e n t r a t in g b y a m e mb r a n e - fi l t e r - b a s e d u r e a - a r g i n i n e p h o s p h a t e b u f f e r
m e t h o d
A n a dv a n t a g e o f t h e m e t h o d d e v e l o p e d i n t h i s s t u dy i s t h e u s e o f a s im p l e d i r e c t
c o n c e n t r a t i o n o f v i r u s e s i n r a w s e w a g e s a m p l e s by PE G p r e c i p i t a t i o n . F o r d e t e c t i n g
v i r u s e s i n r a w s e w a g e , v o l u m e s d o n o t h a v e t o b e v e r y l a r g e , u s u a l l y 1 0 0 m l t o 2 li t e r s i s
a d e q u a t e I n o u r s t u d y , v i r u s c o n c e n t r a t i o n by fi l t r a t i o n t h r o u g h a m i c r o p o r o u s m e mb r a n e
i s a v o i d e d
,
w hi c h av o i d s t h e pr o b l em o f fi lt e r c l o g g in g b y sa mp l e t u r b i d i t y F u r t h e r m o r e ,
t h e u s e o f t he R T - P C R i n h i b it o r y b e e f e x t r a c t e l u e n t i s a v o i d e d
D e t e c t i o n o f e n t e r o v i r u s e s a n d H A V b y c e l l c u l t u r e a s s a y s a n d R T - P CR - O P w a s
c o m p a r e d i n s e w a g e s a m p l e s a t e a c h s t a g e o f t h e c o n c e n t r a t i o n a n d p u ri fi c a t i o n p r o c e s s .
F r o m the r e s u lt s o f B GMK p l a q u e a s s a y s , t h e R T - P CR - O P d e t e c t i o n e n d p o in t o f
e n t e r o v i r u s e s r a n g e d f r o m 3 t o 0 . 0 0 2 P F U I n t h e m o d e l e x p e ri m e n t s t h a t u s e d t h e M PN
m e t h o d f o r qu a n t a l v i r u s a s s a y i n 2 4 - w e l l B GM K c e l l p la t e s , R T - P CR - O P d e t e c t i o n e n d
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p o i n t s r a n g e d fr o m 0 . 5 P F U t o 0 0 0 0 5 M PN C U H o w e v e r , i t w a s l a t e r f o u n d t h a t v i r u s
l o s s o c c u r r e d d u r i n g t h e fi l t r a t i o n s t e p p r i o r t o s a m p l e i n o c u l a t i o n i n t o c e l l c u lt u r e s O n
a v e r a g e , t h e t i t e r s o f e n t e r o v i r u s e s e s t im a t e d b y t h e fi lt r a t i o n - M PN m e t h o d w e r e 1 5 - f o l d
l o w e r t h a n by di r e c t p l a q u e a s s a y . T h e r e f o r e , t he l o w e s t e n t e r o v ir u s t i t e r s t h a t R T
- P CR -
O P c o u l d d e t e c t s h o u l d b e a p p r o x im a t e l y 1 5 - f o l d hi g h e r t h a n 0 . 5 t o 0 0 0 0 5 P F U r e p o r t e d .
I n a d d it i o n
,
i n d i g e n o u s e n t e r o v ir u s e s t h a t w e r e n o t b e d e t e c t e d by c e l l c u l t u r e a s s a y b u t
w e r e d e t e c t a b l e b y R T - P CR - O P m a y h a v e i n f l u e n c e d t h e d e t e r m i n a t i o n o f R T
- P CR
d e t e c t i o n s e n s it i v i t y . T h i s i s e sp e c i a l l y l ik e l y i n t h e m o de l e x p e r im e n t s w i t h l o w l e v e l s o f
s e e d e d p o l i o v i r u s T h e r e s u l t s o f t h i s s t u dy a l s o i n d i c a t e d th a t t h e o c c u r r e n c e o f
i n d ig e n o u s e n t e r o v i r u s e s m a y v a r y s e a s o n a l ly .
F o r H A V
,
a s im i l a r p r o b l e m o f v i r u s l o s s d u r i n g t h e fi lt r a t i o n s t e p p r i o r t o t h e M PN
a s s a y m e t h o d w a s o b s e r v e d R T - P C R - O P d e t e c t i o n e n d p o i n t s r a n g e d fr o m 4 t o 0 . 0 0 0 1
M PN C U a s s u m i n g n o i n d ig e n o u s H A V a n d t h a t t h e fi lt r a t i o n - M PN m e t h o d w a s 3 8 - f o l d
l e s s s e n s it i v e t h a n d ir e c t p l a q u e a s s a y . B y t h e d e v e l o p e d c o n c e n t r a t i o n a n d p u r i fi c a t i o n
p r o c e s s , n o i n d i g e n o u s H A V w a s d e t e c t e d i n r a w s e w a g e T hi s d o e s n o t n e c e s s a r i ly
i n d i c a t e t h a t t h e r e w a s n o i n di g e n o u s H A V i n s e w a g e We o n l y t o o k 10 u l o f e a c h
p r o c e s s e d s ew a g e s a m p l e f o r R T - P CR d e t e c t io n I f t he b a c k g r o u n d l e v e l o f H A V w a s
l o w e r t h a n 1 0 0 P C R U / m l
,
R T - P CR w o u l d n o t b e ab l e t o d et e c t it .
F o r b o th e n t e r o v i r u s e s a n d H A V
,
a n a lt e r n a t iv e p r o c e d u r e t o d e c o n t a m i n a t e s ew a g e
s a m p l e s f o r q u a n t a l in f e c t i v i t y a s s a y u s i n g 2 4 - w e l l p l a t e s n e e d s t o b e d e v e l o p e d . T hi s
w o u l d m a k e p o s s ib l e a m o r e r e l i a b l e d e t e r m i n a t io n o f R T - P C R - O P d e t e c t i o n s e n s it i v i t y o r
l im i t a t l o w v i r u s i n p u t l e v e l s B e c a u s e t h e fi l t r a t i o n m e t h o d u s e d i n t hi s s t u d y w a s f o u n d
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t o b e u n r e l i a b l e c o m p a r e d t o d i r e c t p l a q u e a s s a y t o d e t e r m i n e v i r u s c o n c e n t r a t i o n s , o t h e r
m e t h o d s s h o u l d b e e x p l o r e d . T h e s e i n c lu d e fi i r t h e r d il u t i n g t h e s a m p l e s t o a d e g r e e t h a t n o
s e r i o u s c o n t a m i n a t i o n o c c u r s in t h e c e l l c u l t u r e w e l l s . F o r v e r y t u r b i d s e w a g e s a m p l e s ,
s u c h a s t h e r e s u s p e n d e d P E G p e l l e t s , l o w s p e e d c e n t r i f u g a t i o n m a y s e d im e n t m i c r o b i a l
c o n t a m i n a n t s w hi l e a l l o w i n g v i r u s e s t o r e m a i n i n t h e s u p e r n a t a n t .
G u a n i d in i u m t hi o c y a n a t e - p h e n o l - c h l o r o f o r m e x t r a c t i o n w a s u s e f u l i n f u r t h e r p u r i fy i n g
v i r a l R N A i n p r o c e s s e d s e w a g e s a m p l e s . I t w a s o b s e r v e d t h a t e v e n i n s a m p l e s w i t h h i g h
v i r u s t i t e r s
,
R T - P CR - O P w a s n o t a lw a y s p o s s i b l e b e c a u s e o f t h e p r e s e n c e o f i n h ib i t o r y
m a t e r i a l s F r o m t he r e s u l t s o f t hi s s t u d y , e n t e r o v i r u s e s i n r e s u s p e n d e d P E G s a mp l e s t h a t
w e r e n o t d e t e c t a b l e b y d i r e c t R T - P CR - O P w e r e d e t e c t e d b y g u a n i d in i u m t hi o c y a n a t e
e x t r a c t i o n p r i o r t o R T - P CR - O P . I n a d d it i o n , l a r g e r v o l u m e s (m o r e t h a n 10 u l) o f s ew a g e
s a m p l e s c a n b e e x t r a c t e d i n o n e t u b e a n d a s s a y e d by R T - P C R - O P . H o w e v e r , v i r a l R N A
r e l e a s e d p r i o r t o t he r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n m u s t be ha n d l e d v e r y c a r e f u l ly t o a v o i d RN A
d e g r a d a t i o n . M o r e o v e r , R N A r e c o v e r y e fl fi c i e n c y m a y b e r e d u c e d d u r i n g t h e
p h e n o l/ c h l o r o f o r m a n d c hl o r o fo r m e x t r a c t i o n s t e p s . H e n c e , i n c l e a n s a mp l e s g u a n i d i n i u m
e x t r a c t i o n m a y n o t b e n e c e s s a r y f o r R T - P CR d e t e c t i o n o f v i r u s e s . I n t hi s s t u d y , t h e
a p p l i c a t i o n o f g u a n i di n i u m t h i o c y a n a t e e x t r a c t i o n i s s t il l a t a p r e l im i n a r y s t a g e o f
e v a l u a t i o n . M o r e r e s e a r c h n e e d s t o b e d o n e t o c o m b i n e t hi s e x t r a c t i o n m e th o d w i th t h e
d e v e l o p e d c o n c e n t r a t i o n a n d p u r i f i c a t io n p r o c e s s i n o r d e r t o p r o v i d e a b e t t e r c o m p a r i s o n
o f d i r e c t R T - P C R - O P .
A p o s i t i v e R T - P CR - O P s i g n a l o b t a i n e d f r o m e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s s h o u l d b e t a k e n
a s e v i d e n c e t ha t v i r u s e s a r e l i k e l y t o b e p r e s e n t . B e c a u s e fr e e v i r a l R N A i s l i k e ly t o b e
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r a p id ly d e g r a d e d i n s e w a g e , a R T - P CR - O P p o s i t iv e r e s u l t s u g g e s t s t h e p r e s e n c e o f i n t a c t
v i r u s p a r t i c l e s H o w e v e r , t h e v ir u s p a r t i c l e s m ay n o t b e i n f e c t i o u s b e c a u s e R T - P CR - O P
c a n d e t e c t v i r u s e s t h a t h a v e b e e n i n a c t iv a t e d b y c h e m i c a l d i s i n f e c t i o n , h e a t i n a c t i v a t i o n , o r
p r o t e a s e s p r e s e n t i n t h e s ew a g e . N e v e r t h e l e s s , t h e p o t e n t i a l o f R T
- P C R - O P f o r
m o n i t o r i n g th e p r e s e n c e o f e n t e r i c v i r u s e s i n e n v i r o n m e n t a l s a mp l e s i s n o t d im i n i sh e d T h e
t e c h n i q u e c o u l d i n c r e a s e o u r k n o w l e dg e a b o u t t h e o c c u r r e n c e o f H A V a n d N o r w a l k v i r u s
i n t h e e n v i r o n m e n t I t m a y b e u s e d t o d e c r e a s e t h e p u b l i c h e a l t h r i s k o f v i r a l c o n t a m i n a t i o n
o f w a t e r a n d f o o d b y s e t t i n g a t hr e s h o l d l e v e l o f R T - P CR d e t e c t a b l e v i r u s p a r t i c l e s i n
t h e s e v e h i c l e s F u r t h e r m o r e
,
w he n a de qu a t e p r im e r s b e c o m e a v a i l a b l e , R T - P C R - O P w i l l
m a k e it p o s s i b l e t o o b t ai n m o l e c u l a r e p i d e m i o l o g i c a l d a t a , s u c h a s d i s t i n g u i s hi n g v a c c i n e
s t r a i n a n d w i l d - t y p e p o l i o v i r u s e s i n s e w a g e .
A f a s t
,
s im p l e , i n e x p e n s iv e a n d s e n s i t iv e d e t e c t i o n s y s t e m f o r t h e p u r p o s e o f
m o n it o r i n g e n t e r i c v i r u s e s o f p u b li c he a l t h c o n c e r n i n s e w a g e h a s n o t b e e n a v a i l a b l e . T h e
c o n c e n t r a t i o n a n d p u r i fi c a t i o n p r o c e s s d e v e lo p e d i n t hi s s t u d y s h o u l d a i d i n a t t a i n i n g t h e
g o a l o f h a v i n g s u c h a m e t h o d , e s p e c i a l ly f o r t h e d e t e c t i o n o f v e r y l o w l e v e l s o f f a s t i di o u s
e n t e r i c v i r u s e s
.
V I I . C O N C L U SI O N S
1 . R T - P C R - O P i s a s e n s i t iv e a n d t e c h n i c a l ly f e a s i b l e m e t h o d t o d e t e c t v i r a l p a t h o g e n s i n
r a w se w a g e
2
.
P E G i s e f f e c t iv e in c o n c e n t r a t i n g v ir u s e s fr o m r aw s e w a g e .
3
.
F r e o n o r c h l o r o f o r m e x t r a c t i o n r e d u c e s R T - P CR i n h i bi t o r s i n t h e P E G - p r e c i p it a t e d
s a m p l e s .
4 . U l t r a fi l t r a t i o n fi i r t h e r c o n c e n t r a t e s v i r u s e s a ft e r s o l v e n t e x t r a c t i o n
,
b u t s o m e v i r u s
l o s s m a y o c c u r .
5 . T w e e n - 8 0 i s u s e f u l t o r e c o v e r v ir u s e s r e m a i n in g o n t h e u l t r a fi l t e r m e m b r a n e .
6 . T h e c o n c e n t r a t i o n a n d p u r i fi c a t i o n p r o c e s s f o r s ew a g e p r o du c e s v i r u s s a m p l e s g e n e r a l ly
c o m p a t ib l e w i t h R T - P CR - O P d e t e c t i o n o f v i r a l RN A .
7 . I n d i g e n o u s e n t e r o v i r u s e s a r e d e t e c t a bl e i n p r o c e s s e d r a w s e w a g e b y R T - P CR - O P
a l t h o u g h t h e y m a y n o t b e d e t e c t a b l e by C PE i n c e l l c u l t u r e s .
V I I I . F U R T H E R ST U D I E S
F u r t h e r s t u d ie s o f t h e m e th o d s t o r e c o v e r e n t e r i c v i r u s e s fr o m s e w a g e f o r R T - P CR
d e t e c t i o n sh o u ld in c l u d e i n v e s t i g a t i n g t h e f o l l o w i n g i s su e s : (i ) t h o r o u g h e v a lu a t i o n o f
r e c o v e r y e fi c i e n c i e s o f e a c h s t e p o f t he m e t h o d f o r N o r w a lk v i r u s , (i i ) g u a n i d in i u m
t h i o c y a n a t e - p h e n o l - c hl o r o f o r m e x t r a c t i o n a s a a l t e r n a t iv e p r o c e du r e t o c le a n u p
r e s u sp e n d e d P E G sa mp le s f o r R T - P C R - O P d e t e c t i o n , (i i i) m o r e p r e c i s e q u a n t it at i o n o f
v i r u s d e t e c t i o n a n d r e c o v e r y e fi c i e n c y by e n d - p o i n t d i l u t i o n R T - P CR a s s a y s , a n d (iv )
s e a s o n a l m o n i t o r i n g o f r a w a n d t r e a t e d w a s t e w a t e r f o r e n t e r i c v ir u s e s b y t h e d e v e l o p e d
m e t h o d s .
R E FE R EN CE S
A P H A - A WWA - WPCF : St a n d a r d M e t h o d s f o r t he E x a m i n a t i o n o f W a t e r a n d W a s t e w a t e r .
1 7 t h e d .
,




A t h a
,
D . H . a n d I n g h a m , K . C . ,
" M e c h a n i s m o f P r e c i p i t at i o n o f P r o t e i n s b y P o ly e t hy l e n e
G l y c o l s ,
"
T h e J o u r n a l o f B i o l o g i c a l C h e m i s t r y . V o l . 2 5 6 , N o 2 3 , p p 12 10 8 - 1 2 1 17
( 19 8 1)




M u r p hy , F D , G r e e n b e r g , H . B , D a v i s , C E . , B r e g m a n ,D J , G a r y , G W . ,
H u g h e s , J . M . , a n d Sc h o n b e r g e r , L B ,
" N o r w a l k G a s t r o i n t e s t i n a l I l ln e s s . A n O u t b r e a k
A s s o c i a t e d Wi t h Sw im m i n g i n A R e c r e a t i o n a l L a k e a n d Se c o n d a r y P e r s o n - t o - P e r s o n
T r a n s m i s s i o n
,
" A m e r i c a n J o u r n a l o f E p i de m i o l o gy . V o l 1 15 , N o 2 , p p . 16 3 - 17 2 ( 19 8 2 ).
B e j , A K . , M a hb u b a n i , M H , a n d A t l a s , R . M . , " D e t e c t i o n o f V i a bl e L e g io n e l l a
P n e u m o p hi l a i n W at e r by P o l ym e r a s e Ch a i n R e a c t i o n a n d G e n e P r o b e M e t h o d s ,
" A pp li e d
a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . V o l 5 7 , N o 2 , p p 5 9 7 - 6 0 0 ( 19 9 1)
B e j , A K , M a h b u b a n i , M . H , D i c e s a r e , J L . , a n d A t l a s , R . M ,
"
P o ly m e r a s e C h a i n
R e a c t i o n - G e n e P r o b e D e t e c t i o n o f M i c r o o r g a n i s m s b y U s i n g F i l t e r - C o n c e n t r a t e d
Sa m p l e s ,
" A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . V o l 5 7 , N o 12 , p p . 3 5 2 9 - 3 5 3 4
( 19 9 1) .
B e r g G , B o d i l y H . , L e n n e t t e E . H , M e l n i c k J . L . , M et c a l f T . G , e ds V i r u s e s i n w at e r .
A m e r i c a n P u b l i c H e a l t h A s s o c i a t i o n
,
Wa s hi n g t o n , D . C . , 19 7 6 .








M o n t a g u e , C , B i n f o r d , M W . , s c h e v er m a n , P R , a n d W a t s o n , A .
Su r v e y o f V i r u s I s o l a t i o n D a t a f r o m E n v ir o n m e n t a l Sa m p l e s , E P A C o n t r a c t N o 6 8 - 0 3 -
3 19 6 , 19 8 5 , C i n c i n n a t i , O H




F e l b e r g , B N , a n d F a r r a h, S . R ,
" C o n c e n t r a t i o n o f E n t e r o v i r u s e s f r o m
Se a w a t e r a n d T a p w a t e r b y O r g a n i c F l o c c u l a t i o n U s i n g N o n - F a t M i l k a n d C a s e i n ,




a n d S o il P o l lu t i o n . V o l . 1 2 . p p 18 7 - 1 9 5 ( 19 7 9) .
B l a c k R .E .
,
G r e e n b e r g H B , K a p ik i a n A Z , B r o w n K H , a n d B e c k e r S ,
" A c qu i s i t i o n o f
Se r u m A n t i b o dy t o N o r w a l k V i r u s a n d R o t a v i r u s a n d R e l a t i o n t o D i a r r h e a i n a
L o n g it u d i n a l St u d y o f Y o u n g C hi l d r e n i n R u r a l B a n g l a d e s h ,
" J o u r n a l o f I n f e c t i o u s
D i s e a s e . V o l . 1 4 5
,
N o 4
, p p . 4 8 3 - 4 8 9 ( 19 82 ) .
10 3
B l a c k l o w N R
,
" A c u t e i n f e c t i o u s n o n b a c t e ri a l g a s t r o e n t e ri t i s : E t i o l o g y a n d
P a t h o g e n e s i s ,
" A n n a l s o f I n t e r n a l M e d i c i n e . V o l . 7 6
, p p . 9 9 3 - 10 0 8 , ( 1 9 7 2 ) .
B l a c k l o w , N . R . , a n d C u k o r , G ,
" N o r w a l k V i r u s : a M aj o r C au s e o f E p i d e m i c
G a s t r o e n t e ri t i s
,
" A m e ri c a n J o u r n a l o f P u b l i c H e a lt h . V o l . 7 2 , N o . 1 2 , p p . 13 2 1
- 1 3 2 3
( 19 82 )








B e d ig i a n , M K , E c h e v e r ri a , P , G r e e n b e r g , H B . , Sc h r e ib e r ,
D . S
,




" I mm u n e R e s p o n s e a n d P r e v a l e n c e o f A n t i b o d y t o N o r w a l k E n t e ri t i s
V i r u s a s D e t e r m i n e d b y R a di o im m u n o a s s a y ,
" J o u r n a l o f C l i n i c a l M i c r o b i o l o gy . V o l . 10 ,
N o . 6
, p p . 9 0 3 - 9 0 9 ( 19 7 9 ).
B l a c k l o w , N . R . a n d G r e e n be r g , H B . ,
" V i r al G a s t r o e n t e ri t i s ,
" N e w E n gl a n d Jo u r n a l o f
M e d i c i n e . V o l 3 2 5
,
N o 4
, pp 2 5 2 - 2 64 ( 199 1)
B r a u n s , L A , H u d s o n , M C . , a n d 0 1i v e r , J D ,
" U s e o f t h e P o l y m e r a s e Ch a i n R e a c t i o n i n
D e t e c t io n o f C u lt u r a b l e a n d N o n c u l t u r a bl e V i b ri o V u l n i fi c u s C e l l ,
" A p p l i e d a n d
E n v ir o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . V o l 5 7 , N o . 9 , p p . 2 6 5 1- 2 6 5 5 ( 19 9 1)
C h a pm a n N M . , T r a c y S , G a u n t t C J . , F o r t m u e l l e r U
" M o l e c u la r D e t e c t i o n a n d
I d e n t i fi c a t i o n o f E n t e r o v i r u s e s U s i n g E n z y m a t i c A m p li c a t i o n a n d N u c l e i c A c i d
H y b ri d iz a t i o n ,
"
J o u r n a l o f C l i n i c a l M ic r o bi o l o gy . V o l 2 8 , N o 5 , p p . 8 4 3 - 8 5 0 ( 19 9 0 ).
C l i v e r
,
D . O . M a n n u a l o n F o o d V ir o l o gy . V P H / 83 4 6 . Wo r l d H e a l t h O r g a n i z a t io n ,
G e n e v a
,
Sw i t z e ri a n d ( 19 8 3 ).




K o p e c k a , H , A ym a r d , M . a n d G i r a r d , M
" U s e o f c R N A P r o b e s f o r t h e
D e t e c t i o n o f E n t e r o v i r u s e s by M o l e c u l a r H yb ri d i z a t i o n ,
" Jo u r n a l o f M e d ic a l V i r o l o gy .
V o l . 2 4
, p p 1 1 - 1 8 ( 19 8 8) .
C r a u n
,
G . F
, W a t e r b o m e D i s e a s e s i n t h e U n i t e d St a t e s . C R C P r e s s , B o c a R a t o n , F L . ,
1 9 8 6
C r a u n
,
G . F . " Su r f a c e Wa t e r Su p p l i e s a n d H e al t h , " Jo u r n a l o f A m e ri c a n W a t e r W o r k s
A s s o c i a t i o n . V o l . 80
,
N o . 2
, p p . 4 0 - 52 (F e b . , 19 8 8 ) .
C r o m e a n s , T . , So b s e y , M D . , a n d F i e l d s , H . A ,
" D e v e l o p m e n t o f a P l a q u e A s s a y f o r a
C y t o p a t h i c , R a p i d ly R e p l i c a t i n g I s o l a t e o f H e p a t it i s A V ir u s ,




, p p . 4 5 - 5 6 ( 19 8 7 )




P a ll a n s c h , M A , H o ll o w a y , B P , C u o t o O l i v e i r a , M . J . , Sc h a t z m a y r , H . G . ,




" O li g o n u c l e o t id e P r o b e s f o r t he Sp e c i fi c D e t e c t i o n o f t h e Wi l d P o l i o v i r u s
T y p e s 1 a n d 3 E n d e m i c t o B r a z i ,
"
I n t e r v i r o l o g y . V o l . 3 2 , p p . 1 4 9 - 15 9 ( 1 99 1) .
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D i b n e r , M D , a n d B a t t e y , J . F . ,
"
A g a r o s e G e l E l e c t r o p h o r e s i s ,




D i b n e r
,
M D a n d B a t t e y , J . F . (e d . ) , B a s i c M e t h o d s i n M o l e c u l a r B i o l o gy . E l s e v i e r , N e w
Y o r k
,
1 9 8 6
, p p . 5 8 - 6 5 .
D e e t z
, T . R . , Sm i t h , E M , G o y a l , S M , G e r b a , C P , V o Ue t , J J , T s a i , L , D u p o n t , H . L . ,
a n d K e s w i c k
,
B . H " O c c u r r e n c e o f R o t a - a n d E n t e r o v i r u s i n D r i n k i n g W a t e r a n d
E n v i r o n m e n t a l W a t e r i n a D e v e l o p in g N a t i o n , " Wa t e r R e s e a r c h . V o l 1 8 , N o . 5 , p p 5 6 7 -
5 7 1 ( 19 8 4 ) .




" U s e o f G e n e P r o b e s a n d A n A m p l ifi c a t i o n M e t h o d f o r t h e D e t e c t i o n o f
R o t a v i r u s e s m Wa t e r , " P H . D . D i s s e r t a t i o n , U n i v o f A r i z o n a , 1 9 8 9 , T u c s o n , A Z
D e L e o n
,




" D e t e c t i o n o f R o t a v i r u s e s i n W a t e r b y G e n e P r o b e s ,
" Wa t e r
Sc i e n c e a n d T e c hn o l o g y . V o l 2 4
,
N o 2
, p p . 2 8 1- 2 8 4 ( 19 9 1) .












H e r r m a n n
,
J . E .
,
B l a c k l o w
,
N . R .
,
G r e e n b e r g , H . B . ,
a n d S o b s e y , M D ,
" D e t e c t i o n o f N o r w a l k V i r u s in St o o l Sp e c im e n s by R e v e r s e
T r a n s c r i p t a s e - P o l ym e r a s e C h a i n R e a c t i o n a n d N o n r a d i o a c t i v e O l ig o p r o b e s ,
"
J o u r n a l o f
C l i n i c a l M i c r o b i o l o e v . V o l . 3 0
,
N o 12
, p p . 3 15 1- 3 15 7 (D e c , 1 9 9 2 ) .






Y - S C
,




S o b s e y , M D . , D e t e c t i o n o f E n t e r o v i r u s e s a n d
H e p a t i t i s A v i r u s i n E n v i r o n m e n t a l Sa m p l e s by G e n e P r o b e s a n d P o ly m e r a s e C h a i n
R e a c t i o n
,
A dv a n c e d i n Wa t e r A n a l y s i s a n d T r e a t m e n t A WWA P r o c e e d i n g , S a n D i e g o ,
C a l if o r n i a
, p p 8 3 3 - 8 5 3 , ( 1 9 9 0)
D e L e o n
,
R a n d So b s e y , M D ,
" M e t h o d s f o r V ir u s D e t e c t i o n i n W a t e r . " M o n i t o r i n g
W a t e r i n t h e 19 9 0 ' s : M e et i n g N e w Ch a l l e n g e s . J . R H a l l a n d G . D G ly s s o n e d s . , A m e r i c a n
So c i e t y f o r T e st i n g a n d M a t e r i a l s , P h il a d e l p hi a , 19 9 1, p p . 4 0 0 - 4 2 1 .
D e n g , M Y , D a y , S . P . , a n d C li v e r , D . O ,
" D e t e c t i o n o f H e p a t i t i s A V i r u s i n
E n v i r o n m e n t a l Sa m p l e s by A n t i g e n - C a p t u r e P C R ,
" A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o gv . V o l 6 0 , N o . 6 , p p 19 7 2 - 1 9 3 3 ( 19 94 )
D im i t r o v
,
D . H .
,




a n d E s t e s , M K . ,
"
D e t e c t i o n o f R o t a v i r u s b y N u c l e i c A c i d
H y b r i d i z a t i o n w i t h C l o n e d D N A o f Sim i a n R o t a v i r u s SA 1 1 G e n e s ,
" J o u r n a l o f I n f e c t i o u s






N o . 2
, p p 2 9 3 - 3 0 0 ( 19 8 5 )




K o p e ck a , H , L o p e z - P il a , J M . , M a r e c h a l , J . , a n d P r e v o t , J . , D e t e c t i o n o f
H e p a t it i s A v i r u s a n d O th e r E n t e r o v i r u s e s i n Wa st ew a t e r Sa m p l e s b y G e n e P r o b e A s sa y s ,
I n t e r n a t i o n a l Sy m p o s iu m o n H e a l t h e - R e l a t e d W a t e r M i c r o b i o l o g y , 1 9 9 0 , T u b in g e n ,
G e r m a n y .




K o p e c k a , H . , L o p e z P i l a , J . M . M a r e c h a l , J . a n d P r e v o t , J .
" D e t e c t i o n o f
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H e p a t it i s A V i r u s a n d O t h e r E n t e r o v i r u s e s i n W a st e w a t e r a n d Su r f a c e Wa t e r S a m p l e s b y
G e n e P r o b e A s s a y ,
" W a t e r Sc i e n c e a n d T e c h n o l o e v . V o l . 2 4
,
N o . 2
, p p 2 6 7
- 2 7 2 ( 19 9 1 )
E n g l a n d , B ,
" C o n c e n t r a t i o n o f R e o v i r u s a n d A d e n o v i r u s fr o m Se w a g e a n d E f f lu e n t s b y
P r o t a m i n e Su l f a t e (S a lm i n e ) T r e a t m e n t .
" A p p l i e d M i c r o b i o l o g y . V o l . 2 4 , N o . 3 , p p . 5 10 ,
( 1 9 7 2 )
F a r r a h
,




" M e t h o d s (O t h e r t h a n M i c r o p o r o u s F i h e r s ) f o r C o n c e n t r a t i o n
o f V ir u s e s fr o m Wat e r
,





N e w Y o r l^ 1 9 82 , p p 117 - 1 4 9 .




G o y a l , S . M , G e r b a , C P , Wa l l i s , C , a n d M e l n i c k , J L , " C o n c e n t r a t i o n o f
E n t e r o v i r u s e s fr o m E s t u a r i n e W a t e r
,
" A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . V o l . 3 3 ,
N o 5
, p p 1 19 2 - 1 19 6 , ( 1 9 7 7 )




K a p i k i a n , A Z . , a n d P u r c e l l , R H . ,
" H e p a t i t i s A : D e t e c t i o n by I m m u n e
E l e c t r o n M i c r o s c o p y o f a V i r u s l i k e A n t i g e n A s s o c i a t e d w it h A c u t e I l l n e s s ,
" Sc i e n c e
.
V o l .
1 8 2 p p . 1 0 2 6 - 1 0 2 8 ( 19 7 3 )
F e r g u s o n , M , Q i , Y . - H . , M i n o r , P D . , M a g r a t h , D . I . , Sp it z , M . a n d S c hi l d , G C .
" M o n o c l o n a l A n t i b o d i e s S p e c i fi c t o t h e Sa b in V a c c i n e St r a i n o f P o l i o v i r u s T yp e 3 ,
" T h e
L a n c e t . V o l . I I
, p p 122 - 12 4 ( 19 82 )








V a lm o s s o i , J , a n d Sc h o o l n i k , G , K ,
" M u l t i - G e n e A m p l ifi c a t i o n :
Sim u l t a n e o u s D e t e c t i o n o f T h r e e V i r u l e n c e G e n e s in D i a r r h e a l St o o l
,
" M o l e c u l a r





, p p 17 2 9 - 17 3 4 ( 19 8 9 )
F r o s n e r
,
G . " H e p a t i t i s A V i r u s ,
" T e x t b o o k o f H u m a n V i r o l o g y . B e l s h e , R B e d . , P SG
P u b l i s hi n g C o , I n c , L it t l e t o n , M A , 19 84 , p p 70 7 - 7 2 7 .




" R e c o v e r i n g V i r u s e s fr o m Se w a g e , E f lu e n t s , a n d Wa t e r , " M e t h o d s f o r
R e c o v e ri n g V i r u s e s fr o m t h e E n v i r o n m e n t . B e r g . G , e d , CR C P r e s s , B o c a R a t o n , F l ,
19 8 7
, p p . 1- 2 4 .
G e r b a , C P . , K e s w i c k , B H D u p o n t , H L . a n d F i e l d s , H A .
"
I s o l a t i o n o f R o t a v i r u s e s a n d
H e p a t i t i s A V ir u s fr o m D ri n k i n g W a t e r ,
" M o n o g r a ph s i n V i r o lo gy . V o l . 15 p p . 1 19 - 12 5
( 19 84 ) .
G e r b a C P .
,
M a r g o l in A B , a n d H e w l et t M . J . ,
" A p p l i c a t i o n o f G e n e P r o b e s t o V i r u s
D e t e c t i o n i n W a t e r
,
" Wa t e r Sc i e n c e a n d T e c h n o l o g y . V o l . 2 1, N o . 3 , p p . 14 7 - 15 4 ( 19 89 ) .
G e r b a
,




" V i r u s e s i n S o u r c e a n d D ri n k i n g W a t e r ,
" D ri n k i n g Wa t e r
M i c r o b io l o g v . Sp ri n g e r - W e ri a g , N e w Y o r k , 19 9 0 , p p . 3 80 - 3 9 5
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G e r b a
,
C . P .
,




D e L e o n , R , T o r a n z o s , G A , Si n g h , S . N a n d K e s w i c k , B . H .
1 9 8 6 I s o l a t i o n o f r o t a - a n d e n t e r o - v i r u s e s fr o m t hr e e d i fl fe r e n t d r i n k i n g w a t e r s u p p l i e s
P r o c e e d i n g s W a t e r Qu a l it y T e c h n o l o g y C o n f e r e n c e , H o u s t o n , T X , A WWA p p 4 5 1 - 4 5 9 .




Si n g h , S N a n d R o s e , J B , W a t e r b o m e v i r a l g a s t r o e n t e r i t i s a n d h e p a t i t i s .
CR C C r i t R e v . E n v i r o n C o n t r o l 1 4 a n d 15 . ( 1 9 8 5 )
G o y a l , S . M . a n d G e r b a , C . P ,
"
C o n c e n t r a t i o n o f V i r u s e s fr o m Wa t e r b y M e mb r a n e
F i h e r s
,
" M e th o d s i n E n v i r o n m e n t a l V i r o l o g y , e d i t e d b y C h a r l e s P G e r b a a n d Sa g a r M .
G o y a l , M a r c e l D e kk e r , I N C . N ew Y o r k , ( 19 82 )
G o y a l , S . M . , Z e r d a , K S . , a n d G e r b a , C . P . ,
" C o n c e n t r a t i o n o f C o l i p h a g e s fr o m L a r g e
V o l u m e s o f W a t e r a n d W a s t e w a t e r ,
" A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . V o l 3 9 ,
N o 1
, p p 8 5 - 9 1 , ( 1 9 8 0 ) .
G r e e n b e r g , H B . , V a l d e s u s o , J R , k a Uc a , A R . , W y a t t , R . G . , M c A u l ifl Fe , V . J ,
K a p i k i a n , A Z , a n d Ch a n o c k , R . M . ,
"
P r o t e in s o f N o r w a l k V i r u s
,
" J o u r n a l o f V i r o l o g y .
V o l . 3 7 , p p . 9 9 4 - 9 9 9 ( 19 8 1) .
G r e e n b e r g , H B . , V a l d e s u s o , J R , K a p i k i a n , A Z , C h a n o c k , R M . , Wy a t t , R G , Sz m u n e s s
W
,




K a p l a n , J , G i lm a n , R . H . , a n d S a c k , D . A . ,
" P r e v a l e n c e o f A n t i b o d y t o t h e
N o r w a l k V i r u s i n V a r i o u s C o u n t r i e s
,
" I n f e c t i o n a n d I m m u n it y . V o l 2 6 , N o . 1 , p p 2 7 0 -
2 7 3 ( 19 7 9 )
G r e e n b e r g , H . B , W y a t t , R . G . , V a l d e s u s o , J . , e t a l ,
" So l i d - P h a s e M i c r o t it e r
R a d i o imm u n o a s s a y f o r D e t e c t i o n o f t h e N o r w a l k St r a i n o f A c u t e N o n b a c t e r i a l E p i de m i c
G a s t r o e n t e r it i e s V i r u s a n d I t s A n t i b o d i e s
,
" J o u r n a l o f M e d i c a l V i r o l o gy . V o l 2 . p p . 9 7 -
10 8 ( 19 7 8) .
G u s t I D
,
L e hm a n n N I
,
C r o w e S .
,
M c C r o r i e M .
,
L o c a m i n i S . A .
,
a n d L u c a s
,
C . R .
,
" T h e
O r i g i n o f t h e H M 17 5 St r a in o f H e p a t it i s A V i r u s ,
" Jo u r n a l o f I n f e c t i o u s D i s e a s e s . V o l .
1 5 1 N o 2
, p p . 3 6 5 - 36 7 ( 19 8 5)
H a l l i d a y , M L . , K a n g L . Y . , Z h o u T . K , H u M . D . , P a n Q C , F u T Y . , H u n g Y S , a n d H u
S . L .
,
" A n e p i d e m i c o f H e p a t i t i s A A t t r ib u t a b l e t o t h e I n g e s t i o n o f R a w C l a m s i n Sh a n g h a i ,
Ch i n a
,
" J o u r n a l o f I n f e c t i o u s D i s e a s e s . V o l 1 64





K e a s l e r
,
S . P .
,




F e n g , P , K ay s n e r , C . A . , a n d L a m p e l , K . A . ,
" P o l y m e r a s e C h a in R e a c t i o n I d e n t i fi c a t i o n o f V i b ri o V u l n i fi c u s i n A r t i fi c ia l ly
C o n t a m i n a t e d O y s t e r s ,
" A p p l i e d a n d E n v ir o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . V o l 57 , N o . 3 ,
p p 7 0 7 - 7 1 1 ( 19 9 1) .
H o M - S , G l a s s R I , M o n r o e S S , M a d o r e , H P . , St i n e , S , P i n sk y , P F , C u bi t t , D ,
10 7
A s h l e y , C , a n d C a u l , E . O . ,
" V i r a l G a s t r o e n t e ri t i s A b o a r d a C r u i s e Sh i p ,
" T h e L a n c e t .
V o l 2
, p p . 9 6 1
- 9 64 ( 19 8 9) .
H o fF
,
J C 19 8 6 I n a c t i v a t i o n o f M i c r o b i a l A g e n t s b y C h e m i c a l D i s i n f e c t a n t s E P A / 6 0 0 / 2 -
8 6 - 0 6 7
,
U S E P A , C i n c i n n a t i, O H .
H o Ui n g e r , F B , a n d M e l n i c k , J L . ,
" V i r a l H e p a t it i s E p i d e m i o l o g y ,
"
B . N F i e l d s
,






C h a n o c k , R . M . , M e l n i c k , J L , R o i z m a n , B . , a n d S h o p e , R E . , e d s . V i r o l o g y .




1 9 8 5
, p p 14 3 4 - 1 4 6 0 .





S o b s e y , M D . , W a l li s , C , a n d M e l n i c k , J . L . ,
" V i r u s C o n c e n t r a t i o n fr o m
Se w a g e ,
" W a t e r R e s e a r c h . V o l . 7
, p p 9 4 5 - 9 5 0 , ( 1 9 7 3)
H yy p i a , T , St a l h a n d s k e , P . , V a i n i o n p a a , R a n d P et t e r s s o n , U
" D e t e c t i o n o f
E n t e r o v i r u s e s b y Sp o t H y bri di z a t i o n ,
" J o u r n a l o f C l i n i c a l M i c r o b i o l o g y . V o l . 19 , N o 3 ,
p p . 4 3 6 - 4 3 8 ( 19 84 ) .




S ie g l G , a n d L e m o n , S . M . ,
" M o l e c u l a r E p i d e m i o l o g y o f H u m a n H e p a t it i s
A V i r u s D e fi n e d b y a n A n t ig e n C a p t u r e P o l ym e r a s e Ch a i n R e a c t i o n M e th o d P r o c e e d i n g
o f t h e N a t i o n a l A c a de m v o f Sc i e n c e s . U SA
,
V o l . 8 7 : 2 8 6 7 - 2 87 1
, ( 19 9 0 ) .
J i a n g , X . , E s t e s , M . K . a n d M e t c a l f , T G
" D e t e c t i o n o f H e p a t it i s A V i r u s by H yb ri d iz a t i o n
w i t h Si n g l e - St r a n d e d R N A P r o b e s ,
" A p p li e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o gy . V o l . 5 3 ,
N o . 1 0
, p p . 2 4 8 7 - 24 9 5 ( 19 8 7) .
J i a n g , X . , E s t e s , M K . , M e t c a lf , T . G . a n d M e l n i c k , J L .
" D e t e c t i o n o f H e p a t it i s A V i r u s in
Se e d e d E s t u a ri n e Sa m p l e s b y H y b ri d i z a t i o n w i t h c D N A P r o b e s ,
" A p p l i e d a n d
E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o gy . V o l 5 2 , N o 4 , p p 7 1 1 - 7 17 ( 19 8 6 )
J i a n g , X , G r a h a m , D Y , Wa n g K , a n d E s t e s , M K . , " N o r w a lk V i r u s G e n o m e C l o n i n g a n d
C h a r a c t e ri z a t i o n
,
" S c i e n c e . V o l 2 50
, p p . 1 5 80 - 15 83 (D e c , 19 9 0 ).
J o hn s o n P C
,
M a t h e w s o n J . J
,
D u P o n t H . L
.
,
a n d G r e e n b b e r g H .B . ,
" M u lt i p l e - C h a l l e n g e
St u d y o f H o st Su s c e p t i b i li t y t o N o r w a l k G a s t r o e n t e ri t i s i n U S a d u l t s ,
"
J o u r n a l o f
I n f e c t i o u s D i s e a s e s . V o l 16 1
, p p . 18 - 2 1 ( 19 9 0 ) .












a n d M u r u g a n , R . P ,
"
R a p i d D e t e c t i o n o f
W a t e r b o m e V i r u s e s U s i n g th e P o l y m e r a s e Ch a i n R e a c t i o n a n d a G e n e P r o be , "
I n t e r v i r o l o g v . V o l 3 4 , p p 1 84 - 19 1 ( 19 9 2 )
K a p i k i a n , A . Z . a n d C h a n o c k , R . M ,
" N o r w a l k g r o u p o f v i r u s e s
"
,
V i r o l o gy . 2 n d e d . F i e l ds ,
B N . a n d K n i p e , D N , e d s . R a v e n , N e w Y o r k , N Y , 1 9 9 0 , p p 6 7 1 - 6 9 3 .
1 0 8
K a p i k i a n , A . Z , W y a t t , R G . , D o l i n , R , T h o m h i l l , T . S , K a l i c a , A R , a n d C h a n o c k , R . M ,
" V i s u a l iz a t i o n b y I mm u n e E l e c t r o n m i c r o s c o py o f a 2 7 - n m P a r t i c l e A s s o c i a t e d w it h A c u t e
I n f e c t i o u s N o n b a c t e r i a l G a s t r o e n t e r i t i s ,
"
J o u r n a l o f V i r o l o gy . V o l 1 0 , N o 5 , p p 10 7 5 -
8 1 ( 19 7 2 )
K a p l a n , J . E . , F e l d m a n , R . , C am p b e l l , D . S . , L o o k b a u g h , C , a n d G a r y , G .W ,
" T h e
F r e q u e n c y o f a N o r w a l k - L i k e P a t t e r n o f I l l n e s s i n O u t b r e a k s o f A c u t e G a s t r o e n t e r i t i s ,
"
A m e r i c a n J o u r n a l o f P u b li c H e a l t h . V o l . 7 2
,
N o . 1 2
, p p . 1 3 2 9 - 1 3 3 2 ( 19 82 ) .
K a p l a n , J . E , G a r y , G .W . , B a r o n , R . C . , Si n g h , A , Sc h o n b e r g e r , L B . , F e l d m a n , R . , a n d
G r e e n b e r g , H B . ,
" E p i d e m i o l o gy o f N o r w a l k G a s t r o e n t e r it i s a n d th e R o l e o f N o r w a lk
V i r u s i n O u t b r e a k s o f A c u t e N o n b a c t e r i a l G a s t r o e n t e r i t i s ,
" A n n a l s o f I n t e r n a l M e d i c in e ,
V o l . 9 6 (p a r t I ) , p p . 7 5 6 - 7 6 1 ( 19 8 2 a ) .
K a p l a n , J E . , G o o dm a n , R A , Sc h o n b e r g e r , L . B , L i p p y , E C , a n d G a r y , G . W ,
" G a s t r o e n t e r i t i s D u e t o N o r w a l k V ir u s : A n O u t b r e a k A s s o c i a t e d w i t h a M u n i c i p a l W a t e r
Sy s t e m .
"
J o u r n a l o f I n f e c t i o u s D i s e a s e s . V o l . 14 6 , N o . 2 , p p . 1 9 0 - 19 7 ( 19 82 b ) .
K a p s e n b e r g , J . G
" P i c o m a v i r i d a e : t h e E n t e r o v i r u s e s (P o l i o v i r u s e s , C o x s a c k i e v i r u s ,
E c h o v i r u s e s ), " L e n n e t t e , E H . , H a l o n e n P . a n d M u r p h y F A (E d s ), L a b o r a t o r y D i a g n o s i s
o f I n f e c t i o u s D i s e a s e s . P r i n c ip l e s a n d P r a c t i c e V o l I I , V ir a l , R i c k e t t s i a l a n d C h l a m y di a l
D i s e a s e s . Sp r i n g e r - We r l a g , N ew Y o r k , 19 88 , P P . 6 9 2 - 7 2 2 .












D u p o n t H . L . , Se c o r , S . L , B i t s u r a , J . A . ,
G a r y , G .W . , a n d H o fi f, J C ,
" I n a c t i v a t i o n o f N o r w a l k v i r u s i n D r i n k i n g W a t e r b y
Ch l o ri n e
,





N o t t a y , B . K . a n d O b ij e s k i , J . F . " A p p l i c a t i o n s o f O li g o n u c l e o t i d e
F i n g e r p ri n t in g t o t h e I d e n t i fi c a t i o n o f V i r u s e s ,
" M a r a m o r o s c h K a n d K o p r o w s k i H . e d s . ,
M e t h o d s i n V ir o l o g y . V o l 8 , A c a d e m ic P r e s s , N e w Y o r k , 19 8 4 , p p 4 1- 8 4 .
K o p e c k a , H . , D u b r o u , S . , P r e v o t , J . , M a r e c h a l , J . , a n d L o p e z - P i l a , J . M ,
"
D e t e c t i o n o f
N a t u r a l l y O c c u r ri n g E n t e r o v i r u s e s i n Wa t e r s b y R e v e r s e T r a n s c ri p t i o n , P o l y m e r a s e C ha i n
R e a c t i o n
,
a n d H y b ri di z at i o n ,
" A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o gy . V o l . 5 9 , N o . 4 ,
p p . l 2 13 - 12 19 ( 19 9 3 ) .
K w o k
,
S . a n d Sn i n s k y , J J
" A p p l i c a t i o n o f P C R t o t h e D e t e c t i o n o f H u m a n I n f e c t i o u s
D i s e a s e s
,





St o c k t o n P r e s s
,
N e w Y o r k
,
19 8 9
, p p . 2 3 5 - 2 4 4 .
L a mb d e n P . R
,
C a u l
,
E
. O , A s hl e y , C . R . , a n d C l a r k e , I . N . ,
"
Se qu e n c e a n d G e n o m e
O r g a n i z a t i o n o f a H u m a n Sm a ll R o u n d - St r u c t u r e d (N o r w a l k - L i k e ) V ir u s , " Sc i e n c e . V o l
2 5 9
, p p . 5 16 - 5 19 ( 19 9 3 ).
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L a n d r y , E F , V a u g hn , J . M , T h o m a s , M Z , a n d V ic a l e , T . J . ,
"
E fi c i e n c y o f B e e f E x t r a c t
f o r t h e R e c o v e r y o f Po l i o v i r u s fr o m W a s t e w a t e r E fl u e n t s .
" A p p li e d a n d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o gy . V o l . 3 6 , N o 4 , p p 5 4 4 - 5 4 8 , ( 19 7 8 )
L e e
,
J C a n d L e e , L L Y ,
"
P r e f e r e n t ia l So l v e n t I n t e r a c t i o n s B e tw e e n P r o t e i n s a n d
P o l y e t hy l e n e G l y c o l s ,
"
T h e J o u r n a l o f B i o l o gi c a l Ch e m i s t e r y . V o l . 2 5 6 , N o . 2 , p p . 6 2 5 -
6 3 1 ( 19 8 1 ) .
L e m o n S . M , C h a o S F , J a n s e n R W , B i n n L . N . , a n d L eD u c J .W , " G e n o m i c
H e t e r o g e n e i t y A m o n g H u m a n a n d N o n - H u m a n St r a i n s o f H e p a t i t i s A V i r u s ,
"
Jo u r n a l o f
V i r o l o g v . V o l . 6 1 , N o . 3 , p p . 7 3 5
- 7 4 2
, ( 1 9 8 7) .
L e o n g , L . Y C .
" R e v i e w : R e m o v a l a n d I n a c t iv a t i o n o f V i r u s e s b y T r e a t m e n t P r o c e s s e s f o r
P o t a b l e W a t e r a n d Wa s t e w a t e r , " W a t e r S c i e n c e a n d T e c hn o l o g y . V o l . 1 5 , p p . 9 1 - 1 14
( 19 8 3 ).
L e w i s , G . D . a n d M e t c a lf , T G ,
" P o l y e t hy l e n e G l y c o l P r e c i p i t a t i o n f o r R e c o v e r y o f
P a t h o g e n i c V i r u s e s , I n c l u d i n g H e p a t i t i s A V i r u s a n d H u m a n R o t a v i r u s , fr o m O y s t e r ,
W a t e r , a n d Se dim e n t S a m p l e s .
" A p p li e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . V o l . 5 4 , N o 8 ,
p p . 1 9 8 3 - 1 9 8 8 (A u g . 1 9 8 8 )
L u n d
,




" T he U se o f a n A q u e o u s P o l ym e r P h a se Sy s t e m f o r
E n t e r o v i r u s I s o l at i o n s fr o m Se w a g e ,
" A m e ri c a n Jo u r n a l o f E p i d e m i o l o gy . V o l 8 4 , N o . 2 ,
p p . 2 8 7 - 2 9 1 , ( 1 9 6 6) .
M a h b u b a n i
,
M . H .
,
B ej , A . K . , P e r l i n , M , Sc h a e f e r I I I , F W . , Ja k u b o w s k i , W , a n d A t l a s ,
R . M .
,
" D e t e c t i o n o f G i a r d i a C y s t s by U s i n g th e P o l ym e r a s e C h a i n R e a c t i o n a n d
D i s t i n g u i sh i n g L i v e fr o m D e a d Cy s t s ,
" A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . V o l 57 ,
N o . 12
, p p . 3 4 56 - 3 4 6 1 ( 19 9 1)
M a r g o l i n A B , H e w l e t t M J , a n d G e r b a C . P , " U s e o f c D N A D o t - B l o t H y b ri d i z a t i o n
T e c h n i qu e f o r D e t e c t i o n o f E n t e r o v i r u s e s in Sa t e r ,
" W a t e r Q u a l T e c h n o l P r o c , A WWA ,
D e n v e r
,
19 8 6
, p p 8 7 - 9 5
M a r g o l i n , A B . , R i c h a r d s o n K . J , D e L e o n , R , a n d Gr e r b a , C P . A p p l i c a t i o n o f G e n e
P r o b e s t o t h e D e t e c t i o n o f E n t e r o v i r u s e s i n W a t e r i n B i h a z a r d s o f D ri n k i n g Wa t e r




R A L a r s o m
,
L e w i s P u b l i s h e r s
,
C he l s e a , M I . , 1 9 8 9








G r e e n b e r g , H . B , Su , W . , Su n , Q , J o hn s o n , P C , D u p o n t , H . L . ,




a n d R e ye s , G R ,
"
T h e I s o l a t i o n a n d Ch a r a c t e r i z a t i o n o f a N o r w a l k V ir u s -
Sp e c i fi c c D N A ,
"
Jo u r n a l o f C l i n i c a l I n v e s t i g a t i o n . V o l . 8 7 . p p . 14 5 6 - 1 4 6 1 ( 19 9 1) .







" E n t e r o v i r u s e s :P o l i o v ir u s e s
,
C o x s a c ki e v i r u s e s
,
E c h o v i r u s e s
,
a n d N ew e r
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E n t e r o v i r u s e s ,
" V i r o l o g y , F i e l d s , B N . , K n i p e , D . M . , C h a n o c k , R . M . , M e l n i c k , J . L . ,
R o i z m a n B . a n d Sh o p eR E , e d s . R a v e n P r e s s , N e w Y o r k , 1 9 9 0 , p p 5 4 9 - 6 0 5 .
M i n o r
,






F e r g u s o n , M a n d I c e n o g l e , J . P .
" A n t i g e n i c a n d M o l e c u l a r
E v o l u t i o n o f t h e V a c c i n e St r a i n o f T y p e 3 P o li o v i r u s D u r i n g t h e P e r i o d o f E x c r e t i o n b y a
P r im a r y V a c c in e e Jo u r n a l o f G e n e r a l V i r o l o gy , V o l . 6 7 , p p 6 9 3 - 7 0 6 ( 19 8 6 )
M o e
,
C . L .
,
G e n t s c h J .
,
A n d o T .
,
G r o h m a n n G
,
M o n r o e SS .
,





S e t o Y .
,
H u mp h r e y C , St in e S , an d G l a s s R . I . ,
" A p p li c a t i o n o f P CR t o D e t e c t
N o r w a l k V i r u s i n F e c a l Sp e c im e n s fr o m O u t b r e a k s o f G a s t r o e n t e r i t i s ,
" J o u r n a l o f C l i n i c a l
M i c r o b i o l o gy . V o l 3 2 , N o 3 , p p . 64 2 - 6 4 8 (M a r c h , 1 9 9 4 )




G e lf a n d
,
H . M a n d C o l e
,
J . T .
,
"
T h e U s e o f a M o d i fi e d We c k e r T e c h n i q u e
f o r s e r o d i f f e r e n t i a t i o n o f T y p e 1 P o l i o v i r u s e s R e l a t e d a n d U n r e l a t e d t o Sa b i n
'
s V a c c i n e
St r a i n .
,
I I . A n t i g e n i c Se g r e g a t i o n o f I s o l a t e s fr o m Sp e c im e n s C o l le c t e d i n F i e l d St u di e s ,
"
A m e r i c a n J o u r n a l o f H v e i e n e . V o l 7 8
, p p 2 14 - 2 26 ( 19 6 3 )
N a k a n o , J . H . , H a t c h , M . H . , T h i e m e , M L a n d N o t t a y , B .
" P a r a m e t e r s f o r D i f fe r e n t i a t i n g
V a c c i n e - D e r i v e d a n d Wi l d P o li o v i r u s St r a i n s
,
"
P r o g r e s s in M e d i c a l V i r o l o g y . V o l . 2 4 .
17 8 - 2 0 6 ( 19 7 8 )










B a t y , J B , R e i n h o l d , J G . ,
" D i s i n f e c t i o n o f W a t e r C o n t a i n i n g
C a u s a t iv e A g e n t o f I n f e c t i o u s (E p i d e m i c ) H e p a t i t i s , " Jo u r n a l o f t h e A m e ri c a n M e d i c a l
A s s o c i a t i o n . V o l 12 8 p p 10 7 6 - 10 80 ( 194 5) .
O s t e r h a u s
,
A . D M . E .
,








U y t d eH a a g , F . G . C . M , v a n
A s t e n
,
J . A . A . M a n d v a n St e e n i s
,
B " M o n o c l o n a l A n t ib o d i e s t o P o l i o v i r u s C o m p a ri s o n
o f I n t r a t y p i c St r a i n D i f fe r e n t ia t i o n o f P o l i o v i r u s T yp e 1 U s i n g M o n o c l o n a l A n t i b o d i e s
V e r s u s C r o s s - A b s o r b e d A n t i s e r a
,
" I n t e n dr o l o gv . V o l 2 0 , p p . 1 2 9 - 13 6 ( 19 83 ) .
P a r ri n o T . A
,
Sc h r e ib e r D S
,
T ri e r J S
,
K a p i k i a n A Z . , a n d B l a c k l o w N R ,
" C l i n i c a l
I m m u n i t y i n A c u t e G a s t r o e n t e ri t i s C a u s e d by N o r w a l k A g e n t ,
" N ew E n g l a n d J o u r n a l o f
M e d i c i n e V o l . 2 9 7
,
N o 2
, p p 8 6 - 9 ( 19 7 7)
P r e s t o n D . P
,
C h a u d hr y G R , F a r r a h S R
" D e t e c t i o n a n d I d e n t i fi c a t i o n o f P o li o v i r u s i n
E n v i r o n m e n t a l Sa mp l e s U s i n g N u c l e i c A c i d H yb ri d e z a t i o n ,
" C a n a d i a n Jo u r n a l o f
M ic r o b i o l o gy . V o l 3 6 , p p 6 6 4 - 6 6 9 ( 19 9 0) .




D u b r o u S
,




" D e t e c t i o n o f H u m a n H e p a t it i s A V i r u s i n
E n v i r o n m e n t a l W a t e r b y A n A n t ig e n - C ap t u r e P o l ym e r a s e C h a i n R e a c t i o n M e t h o d , " Wa t e r
S c i e n c e a n d T e c h n o l o g y . V o l 2 7 , N o 3 - 4 , p p 2 2 7 - 2 3 3 ( 19 9 3 ) .





a n d H i l l e m a n
,
M . R .
,
"
P r o p a g a t i o n o f H u m a n H e p a t i t i s A V i r u s i n C e l l
I l l
C u l t u r e i n V it r o ,
"
P r o c e e d in gs o f t h e So c i e t y f o r E x p e ri m e n t a l B i o l o gy a n d M e d i c i n e .
V o l . 16 0
, p p . 2 13 - 2 2 1 ( 19 7 9)




H o o fi i a g g l e , J H . , T i c e h u r s t , J L ,
" H e p a t it i s v i r u s e s
"
,
D i a g n o s t i c
P r o c e d u r e s f o r V i r a l . R i c k e t t s i a l a n d C h l a m y d i a l I n f e c t i o n s . 6 t h e d , S c hm i d t N . J a n d




e d s .
,
A m e ri c a n P u b li c H e a l t h A s s o c i a t i o n , W a s h i n g t o n , D C , 1 9 8 9 , p p .
9 5 7 - 1 0 6 5 .
R a o , V C , C h a n d o r k a r , U . , R a o , N U . , K u m a r a n , P . , a n d L a k h e , S . B ,
" A Sim p l e
M e t h o d f o r C o n c e n t r a t i n g a n d D e t e c t i n g V i r u s e s in Wa s t ew a t e r ,
" W a t e r R e s e a r c h . V o l . 6 ,
p p . 15 6 5 - 1 57 6 , ( 1 9 7 2)
R a o
,




" H u m a n E n t e ri c V i r u s e s i n P o l l u t e d Wa t e r , " E n v i r o n m e n t a l
V i r o l o gy . 1s t e d , A m e ri c a n So c i e t y f o r M i c r o b i o l o g y , W a sh i n g t o n , D C . 19 8 6 , p p . 10 - 17
R a y R . , A g g a r w a l R . , Sa l u n k e P . N , M e h r o t r a N N . , T a l w a r G . P . , a n d N a i k S R . ,
" H e p a t i t i s E V i r u s G e n o m e i n St o o l s o f H e p a t it i s P a t i e n t s D u ri n g L a r g e E p i d e m i c i n
N o r t h I n d i a
,
" T h e L a n c e t . V o l . 3 3 8 p p . 7 83 - 7 84 ( 19 9 1)
R e i d J . A , C a u l E . O . , W h i t e D G , a n d P a lm e r S R . ,
" R o l e o f I n f e c t e d F o o d H a n d l e r i n
H o t e l O u t b r e a k o f N o r w a l k - L i k e V i r a l G a s t r o e n t e ri t i s : I m p l i c a t i o n s f o r C o n t r o l ,
" T h e
L a n c e t . V o l 2
, p p . 3 2 1
- 2 ( 19 88 ) .
R i c k w o o d
,




P r o t e in Pu ri fi c a t i o n M et h o ds : a P r a c t i c a l A p p r o a c h ,
H a r ri s
,
E L . V a n d A n g a l S , e d s , I R L P r e s s , O x f o r d , E n g l a n d , 1 9 8 9 .








N a i n a n
,
O . V . a n d M a r g o li s , H . S
"
E p i d e m i o l o g i c P a t t e r n s
o f Wi l d - T y p e H e p a t it i s A V i r u s D e t e r m i n e d b y G e n e t i c V a ri a t i o n ,
" Jo u r n a l o f I n f e c t i o u s
D i s e a s e s . V o l . 16 3 , p p . 2 8 6 - 2 9 2 ( 19 9 1) .
R o s e n b lu m , L . S , V i l l a ri n o , M E , N a i n a n , O . V . , M e li s h , M E . , H a dl e r , S C , P i n s k y , P P . ,
J a r v i s
,




C . E a n d M a r g o l i s , H . S .
" H e p a t i t i s A O u t b r e a k i n N e o n a t a l I n t e n s iv e
C a r e U n i t : R i s k F a c t o r s f o r T r a n s m i s s i o n a n d E v i d e n c e o f P r o l o n g e d V i r al E x c r et i o n
a m o n g P r e t e r m l i n f a n t s .
"
J o u r n a l o f I n f e c t i o u s D i s e a s e s . V o l . 164
, p p 4 7 6 - 4 82 ( 19 9 1) .
R o tb a r t , H A
" H u m a n E n t e r o v ir u s I n f e c t i o n s : M o l e c u l a r A p p r o a c h e s t o D i a g n o s i s a n d
P a t h o g e n e s i s .
" M o l e c u l a r A s p e c t s o f P ic o m a v i r u s I n f e c t i o n a n d D e t e c t i o n . S e m l e r B L .
a n d E h r e n f e l d E
, e d s , A m e ri c a n So c i e t y o f M i c r o b i o l o gy , W a s h i n g t o n , D C , 19 89 ,
p p . 2 4 3 - 2 6 4
R o t b a r t H . A
,
"
E n z y m a t i c R N A A m p l ic at i o n o f t he E n t e r o v i r u s e s ,
"
J o u r n a l o f C l i n i c a l
M i c r o b i o l o g y . V o l . 2 8 , N o . 3 , p p . 4 3 8 - 4 4 2 (19 9 0) .
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R u e c k e r t
,
R . R .
,
"
P ic o m a v i r u s e s a n d T h e i r R e p l i c a t i o n ,
"




. a n d K n i p e , D . M . , e d s . , R a v e n P r e s s , N e w Y o r k , 19 8 6 , p p 3 5 7 - 3 9 0 .
Sa ik i R . K , G e lf a n d D . H , St o e fFe l S , S c ha r f S J . , H i g u c hi R . , H o r n G T , M u Ui s K B . ,
a n d E r li c h H . A .
,
"
P r im e r - D ir e c t e d E n z y m a t i c A mp l i fi c a t i o n o f D N A w i t h a T h e r m o s t a b l e
D N A P o ly m e r a s e ,
" S c i e n c e . V o l . 2 3 9
, p p . 4 87 - 4 9 1 ( 19 8 8 ) .




D a n g l o t , C D , a n d V i l a g i n e s , R ,
" A N e w a n d S im p l e M e t h o d f o r
R e c u p e r a t i o n o f E n t e r o v i r u s e s fi
-
o m W a t e r , " Wa t e r R e s e a r c h. V o l . 1 1 , p p . 3 5 5 - 3 5 8
( 19 7 7 ) .
Sa t t a r , S A . a n d W e s t w o o d , J C N . , " C o m p a r i s o n o f T a l c - C e li t e a n d P o l y e l e c t r o l y t e 6 0 i n
V i r u s R e c o v e r y fr o m S ew a g e : D e v e l o p m e n t o f T e c hn i q u e s a n d E x p e r im e n t s w i t h
P o l i o v i r u s (T y p e 1 Sa b i n ) - C o n t a m i n a t e d Sa m p l e s , " C a n a d i a n J o u r n a l o f M i c r o b i o l o gy .
V o l 2 2
, p p 16 2 0 - 16 2 7 ( 19 7 6)
Sa w y e r L A , M u r ph y J J , K a p l a n J E . , P in s k y P . F , C h a c o n , D , Wa lm s l e y , S ,
Sc h o n b e r g e r , L B , P h i l li p s , A . , F o r w a r d , K , G o ld m a n , C , B r u n t o n , J , F r a l i c k , R . A ,




G a r y , W C , G l a s s , R I , a n d L o w , D . E , " 2 5 - t o 3 0 - n m V i r u s P a r t i c l e
A s s o c i a t e d w it h a H o s p i t a l O u t b r e a k o f A c u t e G a s t r o e n t e r i t i s w i t h E v i d e n c e f o r A i r b o r n e
T r a n sm i s s i o n
,
" A m e ri c a n J o u r n a l o f E p i d e m i o l o g y . V o l 12 7 , N o 6 , p p 12 6 1 - 7 1 ( 19 8 8 ) .
Sc hw a b
,
K . J .
,




B a ri c
,
R . S .
,
a n d So b s e y , M . D . ,
" D e t e c t i o n o f R o t a v i r u s e s
,
E n t e r o v i r u s e s a n d H e p a t it i s A V ir u s by R e v e r s e T r a n s c ri p t a s e - P o l y m e r a s e C h a i n
R e a c t i o n ,
" I n : P r o c . WQT C , A WW A , O r l a n d o , F L , p p 4 7 5 - 4 9 5 ( 19 9 1) .
Sc hw a b
,
K . J .
,




a n d So b se y , M D ,
" D e v e l o p m e n t o f P C R M e t h o d s f o r
E n t e ri c V i r u s D e t e c t i o n i n Wa t e r
,
" Wa t e r Sc i e n c e an d T e c h n o l o g y . V o l . 2 7 , N o . 3 - 4 ,
p p . 2 1 1 - 2 18 , ( 1 9 9 3 a )




D e L e o n
,
R
, a n d S o b s e y , M D ,
"
I m m u n o - A fl Bn i t y C o n c e n t r a t i o n a n d
P u ri fi c a t i o n f o r R T - P C R D e t e c t i o n o f W a t e r b o m e E n t e ri c V i r u s e s
,
" A m e ri c a n Wa t e r
W o r k s A s s o c i a t i o n P r o c e e d i n g s , p p 84 1- 8 5 7 , M i a m i , F l , (N o v . 1 9 9 3b )
Shi e h
,
Y - S C
,




S o b se y , M D , T i c e hu r s t , J , M i e l e , T . A , D e L e o n , R , a n d




" D e t e c t i o n o f H ep at i t i s A V i r u s a n d O t he r E n t e r o v i r u s e s i n Wa t e r b y s s RN A
P r o b e s
,
" J o u r n a l o f V i r o l l o e v M e t h o d s . V o l
.
3 1
, p p 1 19 - 13 6 ( 19 9 1)








C ym b a l i s t a , S , a n d G o l db l u m , N . ,
" T h e P h a s e - Se p a r a t i o n M e t h o d
fo r t he C o n c e n t r a t i o n a n d D e t e c t i o n o f V i r u s e s in W a t e r
,






2 2 5 - 2 4 0 ( 19 6 9)













a n d A u s t i n
,
F J . ,
"
A M e t h o d f o r D e t e c t in g
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a n d I d e n t i fy i n g E n t e r o v i r u s e s i n E fl u e n t s ,
" N e w Z e a l a n d J o u r n a l o f Sc i e n c e . V o l 2 5
,
p p 5 7 ( 19 8 2)
S o b s e y , M D , C a r ri c k , R J . , a n d J e n s e n , H R ,
" I m p r o v e d M e t h o d s f o r D e t e c t i n g E n t e r i c
V ir u s e s i n O y s t e r s ,
" A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . V o l 3 6 , N o 1 , p p . 1 2 1 -
1 2 8 ( 19 7 8) .
So b s e y , M D . , F u j i , T . , a n d H a l l , R . M . ,
"
I n a c t iv a t i o n o f C e l l - A s s o c i a t e d a n d D i s p e r s e d
H e p a t i t i s A V i r u s i n W a t e r ,
"
J o u r n a l o f A m e r i c a n W a t e r W o r k s A s s o c i a t i o n , p p 6 4 - 67
(N o v , 1 9 9 1)
So b s e y , M . D . , a n d Jo n e s , B . L . , C o n c e n t r at i o n o f P o l i o v i r u s fr o m T a p v ^ a t e r U s i n g
P o s i t i v e l y C h a r g e M i c r o p o r o u s F i l t e r s , A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . V o l . 3 7 ,
N o . 3 , p p . 5 8 8 - 5 9 5 ( 19 7 9 ).
So b s e y , M D , S hi e l d s , P . A . , H a u c h m a n , F S . , D a \ a s , A . L . , R u Um a n , V A a n d B o s c h , A . ,
" Su r v iv a l a n d P e r s i s t e n c e o f H e p a t i t i s A V i r u s i n E n v ir o n m e n t a l Sa m p l e s ,
" Z u c k e r m a n
,
A J (E d ) , V ir a l H e p a t it i s a n d L iv e r D i s e a s e . A l a n R L i s s , N e w Y o r k , p p . 12 1 - 12 4
( 19 8 8)




a n d A t l a s
,
R . M .
,
" P o l y m e r a s e Ch a in R e a c t i o n : A p p l i c a t i o n s i n
E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y ,
" A n n u a l R e v i ew o f M i c r o b i o l o gy . V o l . 4 5 , p p 13 7 - 16 1
( 19 9 1) .
Sw e e t , B . A , E l le n d e r , R D , a n d L e o n g , J .K . L ,
"
R e c o v e r y a n d R e m o v a l o f V i r u s e s fr o m
Wa t e r U t i l i z i n g M e mb r a n e T e c hn i q u e s ,
" D e v . I n d . M i c r o b i o l o g y . 15 , 14 3 , ( 19 7 4 )
T a y l o r , J W . , G a r y , Jr . , G .W , a n d G r e e n b e r g , H B . , " N o r w a l k - R e l a t e d V i r a l
G a s t r o e n t e r it i s D u e t o C o n t a m i n a t e d D r i n k i n g W a t e r ,
" A m e ri c a n J o u r n a l o f
E p i d e m i o l o gy . V o l 1 14 , N o 4 , p p 5 84 - 5 9 2 ( 19 8 1)












T a s s o p o u l o s , N . C . , P o p p e r , H a n d




" D e t e c t i o n o f H e p a t it i s A V i r u s b y E x t r a c t i o n o f V i r a l R N A a n d M o l e c u l a r
H y bri d i z a t i o n ,
" J o u r n a l o f C l in i c a l M ic r o b i o l o g v . V o l . 2 5, N o . 10 , p p . 1 82 2 - 18 2 9 ( 19 8 7 ) .








B a r o u d y , B . M , B a l t im o r e , D . , P u r c e l l , R H a n d
F e i n s t o n e
,
S . M .
,
" M o l e c u l a r C l o n i n g a n d C h a r a c t e ri z a t i o n o f H e p a t i i t s A V i r u s cD N A ,
"
P r o c e e d in g s o f t he N a t i o n a l A c a d e m y o f Sc i e n c e s . V o l . 80
, p p . 5 8 8 5 - 5 8 8 9 ( 19 8 3 ).




a n d O l s o n , B H ,
" D e t e c t i o n o f L o w N u m b e r s o f B a c t e ri a l C e l l in S o i l s a n d
Se d im e n t s by P o l y m e r a s e C h a i n R e a c t io n ,
" A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g v .
V o l . 5 8
,
N o 2
, p p 7 54 - 7 57 ( 19 9 2 ) .
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T s a i , Y . L , S o b s e y , M D . , S an g e r m a n o , L R , P a lm e r , C J ,
" Sim p l e M e th o d o f
C o n c e n t r a t i o n E n t e r o v i r u s e s a n d H e p a t i t i s A V i r u s fr o m Se w a g e a n d O c e a n W a t e r f o r
R a p i d D e t e c t i o n b y R e v e r s e T r a n s c r i p t a s e
- P o l y m e r a s e C h a in R e a c t i o n ,
" A p p l i e d a n d
E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o e v . V o l 5 9 , N o 10 , p p 34 8 8 - 3 4 9 1 ( 19 9 3 ) .
V a n W e z e l
,
A . L . a n d H a z e n d o n k , A . G
" I n t r a t yp i c Se r o di fi Fe r e n t i a t i o n o f P o l i o m y l i t i s
V i r u s St r a i n s b y St r a i n - S p e c ifi c A n t i s e r a ,
" I n t e r v i r o l o g y , V o l 1 1 , p p . 2 - 8 ( 19 7 9 )








" C o n c e n t r a t i o n o f E n t e r o v i r u s e s o n M e m b r a n e F i l t e r s ,
"
J o u r n a l o f V i r o l o e v . V o l 1
,
N o . 3
, p p . 4 7 2 , ( 1 9 6 7 a ) .
W a l l i s , C . a n d M e l n i c k , J L . , " C o n c e n t r a t i o n o f V i r u s e s o n A l u m i n u m a n d C a l c i u m Sa l t s , "
A m e ri c a n J o u r n a l o f E p i d e m i o l o g y . V o l 8 5 , N o . 3 , p p 4 5 9 - 4 6 8 ( 19 6 7 b ).
We ll i n g s , F . M , L e w i s , A L , a n d M o u n t a i n , C W ,
" D e m o n s t r a t i o n o f So l i d s - A s s o c i a t e d
V i r u s i n W a s t e w a t e r a n d Sl u d g e ,
" A p pl i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . V o l 3 1 , N o .
3
, p p . 3 5 4 - 3 5 8 , ( 1 9 7 6 )




D e l fg o u , E , So e n t o r o , P . S , a n d N o t e r m a n s , S . ,
" Su c c e s s fu l A p p r o a c h f o r
D e t e c t i o n o f L o w N u m b e r s o f E n t e r o t o x i g e n i c E s c h e ri c h i a C o l i i n M i n c e d M e a t b y U s i n g
t h e P o l y m e r a s e Ch a i n R e a c t i o n ,
" A p p l i e d a n d E n v i r o i m i e n t a l M i c r o b i o l o gy . V o l . 5 7 , N o .
7
, p p . 19 14 - 19 1 9 ( 19 9 1) .
Wh i t e K E
,
O s t e r h o lm M . T .
,
M a ri o t t i J A
,











R i s t i n e n
,
T . L .
,
a n d G r e e n b e r g , H B ,
" A F o o d b o m e O u t b r e a k o f N o r w a l k V i r u s G a s t r o e n t e ri t i s :
E v i d e n c e f o r P o s t - R e c o v e r y T r a n s m i s s i o n ,
" A m e ri c a n J o u r n a l o f E p i d e m i o l o gy . V o l . 12 4 ,
N o 1
, p p . 1 2 0 - 1 2 6 ( 19 8 6 ) .
W i l d e J
,
Y o k e n R .
,
Wi ll o u g hb y R , E i d e n J . , " I m p r o v e d D e t e c t i o n o f R o t a v i r u s Sh e d d i n g
b y P o l y m e r a s e Ch a i n R e a c t i o n ,
"
T he L a n c e t . V o l . 2 8
, p p . 8 4 3 - 8 5 0 ( 19 9 1) .













G a r y , G .W , a n d G r e e n b e r g , H B . ,
" W a t e r b o m e
G a s t r o e n t e ri t i s D u e t o t h e N o r w a l k A g e n t : C l i n i c a l a n d E p i d e m i o l o g i c I n v e s t i g a t i o n ,
"
A m e ri c a n Jo u r n a l o f P u b li c H e a l t h . V o l . 72
, p p . 7 2 - 74 ( 19 8 2 ).
W o n g , D C , P u r c e l l , R H , Sr e e n i v a s a n , M A , P r a s a d , S . R . a n d P a v ri , K M , " E p i d e m i c
a n d E n d e m i c H e p a t it i s i n I n d i a : E v i de n c e f o r a N o n - A , N o n - B H e p a t it i s V ir u s E t i o l o g y ,
"
T h e L a n c e t . V o l 2
, p p 8 7 6 - 8 7 9 ( 19 8 0)








B e n z i n g e r , R . , L a w h o m e , L . , a n d T r e i b e r , G . ,
" R a p i d
B a c t e ri o p h a g e Se dim e n t a t i o n i n t h e P r e s e n c e o f P o l y e th l e n e G l y c o l a n d I t s A p p li c a t i o n t o
L a r g e - Sc a l e V i r u s P u ri fi c a t io n ,
" V i r o l o g y . V o l 4 0 , p p 7 34 - 74 4 ( 19 7 0 )
A P P E N D I X T A B L E S A N D F I G U R E S
T a b l e 1 . D E T E C T I O N O F E N T E R O V I R U S E S I N S E WA G E B Y P L A QU E A S S A Y A N D R T - P C R - O P
( D a t e o f C o n c e n t r a t i o n a n d P u r i f i c a t i o n P r o c e s s : J u n e 1 7 , 1 9 9 3 )
F r e o n E x t r a c t i o n C h l o r o f o r m E x t r a c t i o n
V o l u m e P a l q u e A s s a y R T
- P C R - O P
(m l ) P F U / m l p o s i t i v e d i l u t i o n s
V o l u m e P l a q u e A s s a y R T
- P C R - O P
(m l ) ( P F U / m l ) p o s i t i v e d i l u t i o n s
T O
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0 0 0 - f o l d
1 0
,
0 0 0 - f o l d
( 6 . 2 9 l o g P C R U )
T a b l e 2 . D E T E CT I O N O F E N T E R O V I R U S E S I N S EWA G E B Y P L A QU E A S SA Y A N D R T - P C R
- O P
( D a t e o f C o n c e n t r a t i o n a n d P u r i f i c a t i o n P r o c e s s : J u l y 6 , 1 9 9 3 )
F r e o n E x t r a c t i o n Ch l o r o f o r m E x t r a c t i o n
v o l u m e P l a q u e A s s a y R T
- P C R - O P
(m l ) ( P F U / m l ) p o s i t i v e d i l u t i o n s
V o l u m e P l a q u e A s s a y R T
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T a b l e 3 . D E T E C T I O N O F E N T E R O V I R U S E S I N S E WA G E B Y P L A QU E A S S A Y A N D R T - P C R - O P
( D a t e o f C o n c e n t r a t i o n a n d P u r i f i c a t i o n P r o c e s s : A u g . 3 , 1 9 9 3 )
F r e o n E x t r a c t i o n C h l o r o f o r m E x t r a c t i o n
v o l u m e P l a q u e A s s a y R T
- P C R - O P
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T a b l e 4 . D E T E C T I O N O F E N T E R O V I R U S E S I N S E WA G E B Y P L A QU E A S S A Y A N D R T - P C R - O P
( D a t e o f C o n c e n t r a t i o n a n d P u r i f i c a t i o n P r o c e s s : S e p t . 1 , 1 9 9 3 )
S a m p l e
F r e o n E x t r a c t i o n C h l o r o f o r m E x t r a c t i o n
V o l u m e P l a q u e A s s a y R T
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T a b l e 5 . D E T E C T I O N O F E N T E R O V I R U S E S I N S E WA G E B Y P L A QU E A S S A Y A N D R T - P C R - O P
( D a t e o f C o n c e n t r a t i o n a n d P u r i f i c a t i o n P r o c e s s : O c t . 6 , 1 9 9 3 )
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( D a t e o f C o n c e n t r a t i o n a n d P u r i f i c a t i o n P r o c e s s : D e c . 1 , 1 9 9 3 )
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